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APRESENTAÇÃO 


A junção de diversos conceitos e linhas de pesquisas referentes aos 
microrganismos, suas patogenicidades, as terapias em uso e as emergentes fizeram 
surgir a coleção intitulada “Fatores de Virulência Microbianos e Terapias 
Emergentes” que consiste em revisões acadêmicas, pesquisas originais e estudos 
com aspectos clínicos e que estão diretamente relacionados com a patogenia de 
microrganismos de interesse clínico, sendo abordados no primeiro volume as 
bactérias. Fatores de Virulência Microbianos e Terapias Emergentes é a 
concretização do trabalho de cientistas que contemplam diferentes linhas de 
pesquisas para o estudo com microrganismos resistentes aos tratamentos 
convencionais. 

Neste volume serão abordadas temáticas relacionadas aos mecanismos 
genéticos e moleculares da resistência microbiana, terapias atuais no tratamento de 
Infecções Relacionadas a Assistência à Saúde e terapias emergentes nos cenários 
de desenvolvimento biotecnológico, através de estudos com moléculas sintéticas e 
produtos naturais frente a microrganismos resistentes. 


Francisco Henrique da Silva 
Sivoneide Maria da Silva 

Matheus Alves Siqueira de Assunção 
Fálba Bernadete Ramos dos Anjos 


PREFÁCIO 


Uma temática bastante relevante na atualidade para a comunidade científica e 
para a sociedade em geral, diz respeito às espécies microscópicas as quais estamos 
continuamente expostos. Sendo assim, foi com imensa satisfação que recebi e aceitei 
o convite para redigir o prefácio do livro “Fatores de virulência microbianos e 
terapias emergentes” dos organizadores Francisco Henrique da Silva, Sivoneide 
Maria da Silva, Matheus Alves Siqueira de Assunção e Fálba Bernadete Ramos dos 
Anjos. 

Este livro, que oportunamente chega às mãos do leitor, é produto de múltiplos 
olhares sobre o tema. Contendo 23 capítulos, os diversos autores abordam de forma 
clara e abrangente aspectos clássicos e modernos da bacteriologia, percorrendo 
desde as técnicas utilizadas para identificação bacteriana até sua utilização como 
potencial biotecnológico. 

Fatores de virulência microbianos e terapias emergentes possui uma organização 
simples e lógica que torna sua leitura atraente entre estudantes de graduação e pós- 
graduação, profissionais e cientistas da Microbiologia e áreas afins. 

Parabenizo todos os colaboradores pela realização desta obra e a você, leitor, 
pela oportunidade de acessar e desvendar um pouco mais dos mistérios, encantos e 
desafios do mundo bacteriano!!! 


Maria Betânia Melo de Oliveira 
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RESUMO: Com o passar dos anos a biologia molecular possibilitou que diferentes 
tipos de microrganismos pudessem ser identificados, por conta disso, os avanços da 
tipagem molecular possibilitaram a avaliação entre as relações genéticas que 
pudessem ser encontradas entre os diversos tipos de isolados bacterianos. Através 
desses avanços é possível entender quais são as fontes e as rotas de infecção, além 
de ser possível identificar surtos, possibilitando que sejam criadas medidas de 
controle, prevenção e propagação. As técnicas de tipagem molecular apresentam 
vantagens como bom poder discriminatório e a capacidade de identificar cepas que 
sofreram mutações, deleções e inserções no seu genoma. Além das vantagens, as 
técnicas de tipagem molecular também apresentam desvantagens como o alto custo, 
a necessidade de equipamentos sofisticados e a necessidade de profissionais 
qualificados, por isso é fundamental observar qual tipo de estudo será realizado para 
que a melhor técnica de tipagem molecular possa ser aplicada. 


PALAVRAS-CHAVE: Tipagem molecular, biologia molecular, PFGE, MLST, ERIC- 
PCR: 


ABSTRACT: Over the years, molecular biology has made it possible for different types 
of microorganisms to be identified, because of this, advances in molecular typing have 
made it possible to assess the genetic relationships that could be found between 
different types of bacteria. All of these changes make it possible to understand the 
sources and routes of infection, in addition to identifying outbreaks, enabling them to 
be control, prevention, and spread measures. Molecular typing techniques have 
benefits such as good discriminatory power and an ability to identify strains that have 
undergone mutations, deletions, and insertions in their genome. In addition to the 
advantages, molecular typing techniques also have disadvantages such as high cost, 
the need for sophisticated equipment and the need for professionals, so it is essential 
to observe what type of study will be carried out so that the best molecular typing 
technique can be applied. 


KEYWORDS: Molecular typing, molecular biology, PFGE, MLST, ERIC-PCR. 


1. INTRODUÇÃO 

Com o auxílio da tipagem molecular, diferentes tipos de organismos 
microbianos dentro de um gênero, espécie e subespécies puderam ser identificados. 
A tipagem bacteriana tem como sua principal função analisar e avaliar as relações 
genéticas que podem ser encontradas entre os diversos isolados. Por isso, 
compreender e avaliar o parentesco clonal entre as cepas auxiliam na possibilidade 
de que possam ser traçados a fonte e rotas de infeção, identificar um surto, traçar 
possíveis rotas de transmissão, reconhecer cepas que podem ser particularmente 
virulentas, assim como avaliar a eficácia de medidas de controle (SOARES et al., 
2017; PÉREZ-LOSADA et al., 2013). 

Os métodos tradicionais de tipagem como sorotipagem, biotipagem e 
antibiotipagem apesar de confiáveis e eficientes, requerem de dias a semanas para 
que os resultados possam ser obtidos, além de que as propriedades fenotípicas pelas 
quais as bactérias são identificadas podem levar a interpretações errôneas. Tais 
técnicas vêm sendo utilizadas por muitos anos, porém a partir da criação de novas 
metodologias que possibilitaram a análise da relação dos isolados em nível molecular, 
foi possível revolucionar a capacidade de diferenciar entre os tipos e subtipos de 
espécies bacterianas (SOARES et al., 2017). 

As diversas técnicas de tipagem molecular disponíveis atualmente possibilitam que 
seja possível definir e monitorar possíveis mudanças existentes em diversas espécies 
bacterianas. Tais técnicas oferecem a opção de analisar e investigar a distribuição de 
clones na comunidade, no hospital, no qual é de fundamental importância durante 
surtos, por isso é inegável a importância da tipagem bacteriana para elucidação de 


rotas de transmissão e vigilância epidemiológica das infecções. 


2. A IMPORTÂNCIA DOS MÉTODOS DE TIPAGEM 

O contexto epidemiológico, assim como a escala geográfica e a escala de 
tempo da investigação irão influenciar diretamente em qual seria o método de tipagem 
molecular mais apropriado a ser utilizado para que possa ser possível a resolução dos 
problemas que possam ser encontrados (GANDRA et al., 2008; SOARES etal., 2017). 
Em casos de surto por exemplo, o método escolhido deve ter um poder discriminatório 
que seja capaz de distinguir todos os isolados epidemiologicamente que possam estar 
relacionados entre si, esses métodos podem revelar uma possível transmissão 


hospedeiro-hospedeiro fazendo com que seja possível desenvolver estratégias de 
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prevenção e propagação. Além de levar em consideração todos esses fatores, essa 
estratégia deve ser barata, rápida, reprodutível e fácil de realizar, analisar e interpretar 
(SABAT et al., 2013). 

No caso da vigilância contínua, a tipagem aplicada deve produzir resultados 

que apresentem estabilidade adequada ao longo do tempo para que possam ser 
implementadas medidas eficientes de controle de infecção. Os métodos de tipagem 
utilizado para vigilância devem contar com uma nomenclatura que seja 
internacionalmente padronizada e que possa ser aplicado a uma ampla gama de 
espécies bacterianas. Além do mais, os métodos de tipagem que estiverem 
disponibilizados em redes devem produzir dados que possam ser facilmente 
transferíveis entre sistemas diferentes e que possam ser facilmente acessados 
através de um banco de dados que seja disponibilizado online. (HUMPHREYS et aí., 
2019; SABAT et al., 2013). 
Ao longo dos anos diversos métodos de tipagem molecular foram desenvolvidos e por 
conta disso foi possível a realizar uma caracterização epidemiológica de diversos 
isolados bacterianos. Porém, nenhum deles é ideal para a investigação de todas as 
formas, por isso é imprescindível um entendimento completo das vantagens e 
limitações dos métodos de tipagem encontrados atualmente, porque através de 
abordagens adequadas será possível definir de forma não ambígua cepas e surtos 
(LAKHUNDI et al., 2018). 

Cada método tem as suas vantagens e limitações, e nenhum método utilizado 
contém alto poder discriminatório, fácil execução e baixo custo. Desse modo, devido 
a especificidade variável e diferentes estruturas de alvo, o método de tipagem 
escolhido deve levar em consideração o objetivo de estudo (SABAT et al., 2013). Os 
métodos que são comumente utilizados são PFGE (Eletroforese em Gel de Campo 
Pulsado - Pulsed Field Gel Electrophoresis), ERIC PCR, MLST (Tipagem da 
Sequência Multilocus - Multilocus Sequence Typing) e RAP PCR. 


3. MÉTODOS DE TIPAGEM 
3.1 PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS -ELETROFORESE EM GEL DE 
CAMPO PULSADO (PFGE) 
Inicialmente desenvolvida em 1984 por SCHWARTZ & CANTOR (1984), essa 
técnica baseia-se na análise de perfis gerados pela atuação de enzimas de restrição 
no DNA bacteriano. Por conta disso, A PFGE tornou-se uma das técnicas de análise 
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epidemiológica mais utilizadas, essa técnica causa um rearranjo da estrutura 
conformacional da molécula de DNA, o que permite a sua migração no gel. A sua 
movimentação obedece ao seguinte princípio: quando um campo elétrico é aplicado 
no gel de agarose, as moléculas de DNA alongam-se e se orientam na direção do 
campo elétrico e migram no gel. (GANDRA et al., 2008; SOARES et al., 2017). 

O que influencia na orientação da molécula de DNA no gel de agarose ao 
receber a corrente é o peso molecular do fragmento que está sendo analisado, 
normalmente moléculas de peso molecular maiores demoram mais para migrar que 
moléculas menores. O tipo de equipamento assim como carga elétrica utilizado nas 
análises podem influenciar na geometria do campo elétrico, influenciando diretamente 
na migração da molécula (KOTTWITZ et al., 2016). 

A digestão enzimática pode ser feita através da parede celular ou da membrana 
celular, de proteínas celulares, por meio da adição da proteinase K e na presença do 
EDTA (que inibe a atividade de nucleases endógenas). As moléculas de DNA que 
seguem esse método, normalmente possuem menos de 50 mil pares de bases devido 
as quebras mecânicas que ocorrem (NEOH et aí., 2019). Para que possa ser possível 
obter o DNA íntegro, as células devem mantidas em agarose antes da lise para que 
posteriormente possa ser submetido a digestão por endonucleases de restrição. 
(GANDRA et al., 2008; SOARES et al., 2017). 

Os resultados dos padrões de fragmento de DNA após a migração e digestão 
enzimática devem ser comparados a fim de analisar e verificar as suas possíveis 
relações genéticas, caso as cepas apresentem o mesmo padrão de fragmentação 
assim como a sua correspondência de tamanho entre as bandas. Mutações, deleções, 
inserções ou perda e aquisição de plasmídeos podem acarretar menores diferenças 
de perfis sem produzir novos subtipos. Quando os isolados diferem em duas ou três 
bandas são considerados intimamente relacionados, enquanto que a diferença for de 
quatro a seis bandas resulta em um possível parentesco. Quando os isolados diferem 
entre sete bandas ou mais eles são considerados sem parentesco (MAGALHÃES et 
al., 2005) (Figura 1). 


Figura 1. Esquema de padrões de PFGE. 








Fonte: Os autores. 


Legenda: Canaletas 1 e 2 são DNAcromossômicos (crDNA) com padrões 
indistinguíveis e consideradas linhagens epidêmicas; canaleta 3, uma das 
bandasrecebeu umainserção e aumentou de tamanho; canaleta 4, uma das bandas 
sofreu uma deleção e diminuiu de tamanho; canaleta 5, uma mutação criouum sítio de 
restrição, aumentando o número de bandas; canaleta 6, uma mutação alterou um sítio 
de restrição e dois fragmentos foramperdidos, surgindo um de maior tamanho; 
canaleta 7, crDNA compadrão diferente, não relacionado ao surto (MAGALHÃES et 
al., 2005). 

É possível fazer uma análise de correlação entre cepas encontradas, como foi 
visualizado por JONES et al. (2015) que identificaram uma cepa de Acinetobacter 
baumanniique e seu genoma apresentou alta similaridade com cepas identificadas na 
China (2007), República Checa(1994), Califórnia (1997), Hospital Militar Americano 
na Alemanha (2003), demonstrando a possibilidade de análise de disseminação dessa 
cepas no mundo. 

Por conta do seu poder discriminatório e de sua alta concordância 
epidemiológica, principalmente em pequenos surtos hospitalares, o PFGE é um 
método bastante eficiente, apesar de ser necessário vários dias para que a técnica 


seja realizada, além de exigir um profissional bastante qualificado para realizar e 
interpretar os resultados (FERNÁNDEZ et al., 2013). 

3.2 MULTILOCUS SEQUENCE TYPING - TIPAGEM DA SEQUÊNCIA 
MULTILOCUS (MLST) 

O princípio do MLST baseia-se na técnica de eletroforese de isoenzimas em 
gel de agarose (MLEE) (MAIDEN et al., 2013) que se baseia na diferença da 
mobilidade eletroforética de diferentes enzimas presentes numa bactéria. Esse 
método tornou-se imprescindível para estudos epidemiológicos e para estudos que 
analisavam a evolução molecular de patógenos, além de superar os problemas de 
reprodutibilidade inter-laboratoriais enfrentados nas metodologias tradicionais de 
tipagem (RANJBAR et al., 2013). 

A relação genética entre a cepas é observada através da análise de sequências 
de múltiplos genes dos quais são verificados pela substituição de nucleotídeos na 
sequência. Os genes possuem diferentes frequências alélicas, os genes de 
manutenção são os mais sequenciados por estarem presentes em todos os isolados 
da mesma espécie. Devido a sua baixa variabilidade genética, eles não estão sob 
forte pressão e pode não apresentar uma discriminação adequada entre os isolados 
não relacionados. Para que o MLST seja considerado uma ferramenta epidemiológica 
eficaz a seleção e o número de genes devem estar adequados para que possam ser 
diferenciados os isolados queapresentem mais recente divergência 
genética (RANJBAR et al., 2014). 

A MLST tem como um dos principais alvos os genes housekeeping que são 
encontrados nas células, porque ele tem a função de codificar genes essenciais. Por 
conta disso esses genes podem apresentar um alto grau de variabilidade entre 
bactérias relacionadas. O sequenciamento desse método é limitado a 5 ou 7 genes 
de housekeeping presente no genoma das espécies (RANJBAR et al., 2014). 

Uma das grandes vantagens do MLST é que todos os dados que são 
produzidos por esse método não são ambíguos por conta de uma nomenclatura que 
é padronizada internacionalmente e altamente reprodutível podendo ser consultadas 
através da internet (Figura 2). 


Figura 2. Banco de dados MLST. 
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Fonte: https://www-mist.biotoul.fr/ 


Dentre as desvantagens do MLST é seu custo que é bastante elevado devido 
a todos os reagentes e produtos que precisam ser utilizados para que a técnica possa 
ser realizada, e outro fator é por apresentar baixo poder discriminatório para 
investigações de surto ou em estudos epidemiológicos locais. Além disso a técnica é 
bastante trabalhosa, por também necessitar do sequenciamento dos genesanalisados 
e por isso exige um profissional qualificado e preparado (SABAT et al., 2013). 

3.3 BOX, REP E ERIC-PCR 

As melhorias feitas na técnica de PCR favoreceram o aparecimento destas 
técnicas que servem para identificação e tipificação de microrganismos dependendo 
da identificação desejada (gênero, espécie e subespécie), essas técnicas podem ser 
empregues em diferentes regiões do genoma (MALORNY et al., 2003; MOHAPATRA 
et al., 2008). 

Os elementos repetitivos intergênicos são sequências genômicas conhecidas, 
conservadas, repetitivas e de consenso que são denominadas de ERIC 
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), REP (Repetitive Extragenic 
Palindromic) e sequências conservadas que são conhecidas pelo nome BOX-PCR 
(Based Repetitive Extragenic Palindromic-PCR) (STALEY et al., 2010) tais sequências 
são descritas em várias famílias de bactérias. 

Os primers que são utilizados nessas sequências são conhecidos como primers 
de consenso e são desenhados no intuito de amplificar regiões entre estes elementos 
repetitivos através da PCR, tais elementos são conhecidos como finerprinting (perfis 
específicos) dos quais podem ser utilizados na identificação e na tipagem de espécies 
bacterianas, sendo tais metodologias conhecidas por REP-PCR, ERIC-PCR e BOX- 


PCR (GILLINGS et al., 1997; ALJINDAN et al., 2018). 

A amplificação de fragmentos de ERIC-PCR é diretamente influenciada pelas 
condições da reação (principalmente pela temperatura da qual os primers se ligam) o 
que consequentemente pode levar a amplificação de diversas sequências 
inespecíficas, não sendo necessariamente uma sequência ERIC ou REP. Além disso, 
o ERIC-PCR é considerado o padrão para tipagem molecular de enterobactérias, 
porém pode ser utilizado para análise de outras cepas bacterianas (CAMPIONI et al., 
2013; FALAH et al., 2019). 

A análise do resultado será realizada após a corrida eletroforética do gel e com 
o auxílio de programas específicos que utilizarão como parâmetros o coeficiente de 
similaridade de DICE e os dados serão gerados segundo o método de grupo de pares 
não ponderados com média aritmética-UPGMA (da sigla em inglês). São 
consideradas ao mesmo cluster ou grupo cepas que apresentam similaridade igual ou 
maior a 80 % e os clones que apresentam 100% de similaridade entre si (ALVES, 
2020; TAVAKOL et al., 2018) (Figura 3). 

Para a interpretação dos resultados, deve-se levar em consideração os dados 
obtidos referentes ao local da ocorrência, o período em que ocorreu a coleta de cada 
cepa, e o padrão de similaridade obtido nas análises. Os surtos são caracterizados 
quando ocorrem uma alta ocorrência de um mesmo clone num curto espaço de tempo 


e uma baixa ocorrência de clusters (Figura 4) (BAKHSHI et al., 2018). 


Figura 3. Dendrograma 
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Fonte: Os autores. 


Legenda: (A) Dendrograma gerado por software utilizando UPGMA (B) gel de eletroforese identificando 


o padrão de bandas de cada cepa (ALJINDAN et al., 2017 adaptado). 
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Figura 4. Dendrograma representativo de surto. 
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Fonte: Os autores. 
Legenda: Dendrograma representativo de surto em que se observa a ocorrência de apenas 3 clusters 
e alta ocorrência de clones (BAKHSHI et a!., 2018 ADAPTADO) 


Diferentemente do padrão apresentado em surtos observa-se que 


dendrogramas elaborados a partir de locais de baixa disseminação bacteriana 


apresentam uma baixa ocorrência de clones e uma alta prevalência de clusters. 
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Figura 5. Dendrograma representativo de baixa disseminação. 
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Fonte: Os autores. 


Legenda: Dendrograma representativo de baixa disseminação bacteriana em que se observa a 
ocorrência alta formação de clusters sem ocorrência de clones (SOARES et al., 2017 ADAPTADO) 


4. CONCLUSÃO 

Utilizando as técnicas de tipagem molecular é possível definir e monitorar 
diversas mudanças encontradas em diferentes espécies bacterianas. Com isso, é 
possível analisar e investigar como clones se comportam na comunidade ou hospital 
possibilitando a investigações de surtos e dando alternativas de elucidação para que 
as rotas de transmissão e vigilância epidemiológica sejam realizadas com mais 
eficiência. Além disso, as técnicas de tipagem são bastante complexas e apresentam 
poder discriminatório variável, dependendo de qual técnica seja escolhida, porém é 
importante ressaltar que tais métodos de tipagem complementam os dados 
epidemiológicos, porque se elas forem interpretadas de maneira incorreta, elas podem 


levar a conclusões equivocadas. 


5. AGRADECIMENTOS 
Agradecemos à Fundação de Amparo à Ciência e Tecnologia de Pernambuco 


— FACEPE e à Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior — 
CAPES por viabilizar nossos estudos, ao Laboratório de Biologia Celular e Molecular 
do Instituto Aggeu Magalhães —IAM FIOCRUZ/PE e ao Laboratório de Microscopia 
Eletrônica do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA/UFPE. 
Agradecemos também aos programas de Pós-Graduação de Medicina Tropical — 
MedTrop/UFPE, de Biologia Aplicada à Saúde - LIKA/UFPE e de Biociências e 
Biotecnologia em Saúde - IAM/FIOCRUZ 


12 


REFERÊNCIAS 


ALVES, M. A. Avaliação da ocorrência de genes de resistência e virulência e perfil clonal de 
isolados clínicos do complexo a. Baumannii - a. Calcoaceticus obtidos a partir de hospitais 
da rede pública e privada de Maceió-AL. Dissertação de Mestrado. Universidade Federal de 
Pernambuco, 2020. 


ALJINDAN, R.; ALSAMMAN, K.; ELHADI, N. ERIC-PCR genotyping of Acinetobacter 
baumannii isolated from different clinical specimens. Saudi journal of medicine & medical 
sciences, v. 6, n. 1, p. 13, 2018. 


BAKHSHI, B.; AFSHARI, N.; FALLAH, F. Enterobacterial repetitive 
intergenic consensus (ERIC)-PCR analysis as a reliable evidence for suspected Shigella 
spp. outbreaks. Brazilian Journal of Microbiology, v. 49, n. 3, p. 2529-533, 2018. 


CAMPIONI, F. Tipagem molecular e análise da diversidade genética de linhagens de 
Salmonella Enteritidis isoladas de humanos, alimentos e frangos no Brasil. Tese de 
Doutorado. Universidade de São Paulo. 


FALAH, F.; SHOKOOHIZADEH, L.; ADABI, M. Molecular identification and genotyping of 
Acinetobacter baumannii isolated from burn patients by PCR and ERIC-PCR. Scars, burns 
& healing, v. 5, p. 2059513119831369, 2019. 


FERNÁNDEZ, C. F., LÓPEZ, C. L., & Pascual, H. Á. Molecular typing methods for infection 
monitoring and control. Enfermedades infecciosas y microbiologia clinica, v. 31, p. 20, 
2018. 


GANDRA, E. A., et al. Técnicas moleculares aplicadas à microbiologia de alimentos. Acta 
Scientiarum. Technology 30.1 (2008): 109-118. 


GILLINGS, M.; HOLLEY, M. Repetitive element PCR fingerprinting (rep-PCR) using 
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) primers is not necessarily directed at 
ERIC elements. Letters in Applied Microbiology, v. 25, n. 1, p. 17-21, 1997. 


HUMPHREYS, H.; COLEMAN, D. C. Contribution of whole-genome sequencing to 
understanding of the epidemiology and control of meticillin-resistant Staphylococcus aureus. 
Journal of Hospital Infection, v. 102, n. 2, p. 189-199, 2019. 


KOTTWITZ, L. B. M.; OLIVEIRA, T. C. R. M. Métodos de caracterização fenotípica e 
genotípica de Salmonella Enteritidis e a utilidade da técnica PFGE em estudos 
epidemiológicos. Biosaúde, v. 13, n. 1/2, p. 38-50, 2016. 


LAKHUNDI, S.; ZHANG, K. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus: molecular 
characterization, evolution, and epidemiology. Clinical microbiology reviews, v. 31, n. 4, 
2018. 


JONES, C. L. et al. Fatal outbreak of an emerging clone of extensively drug-resistant 
Acinetobacter baumannii with enhanced virulence. Clinical Infectious Diseases, v. 61,n.2, 
p. 145-154, 2015. 


MAIDEN, M. C.et al. MLST revisited: the gene-by-gene approach to bacterial genomics. 
Nature Reviews Microbiology, v. 11, n. 10, p. /728-736, 2018. 


MAGALHÃES, V. D. et al. Eletroforese em campo pulsante em bacteriologia: uma revisão 
técnica. Revista do Instituto Adolfo Lutz (Impresso), v. 64, n. 2, 


13 


p. 155-161, 2005. 


MALORNY, B. et al. Standardization of diagnostic PCR for the detection of foodborne 
pathogens. International journal of food microbiology, v. 83, n. 1, p. 39-48, 2003. 


MOHAPATRA, B. R.; MAZUMDER, A. Comparative efficacy of five different rep-PCR 
methods to discriminate Escherichia coli populations in aquatic environments. Water 
Science and Technology, v. 58, n. 3, p. 537-547, 2008. 


NEOH, H. M. et al. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE): A review of the “gold standard” 
for bacteria typing and current alternatives. Infection, Genetics and Evolution, v. 74, p. 
103935, 2019. 


PÉREZ-LOSADA, M. et al. Pathogen typing in the genomics era: MLST and the future of 
molecular epidemiology. Infection, Genetics and Evolution, v. 16, p. 38-53, 2018. 


RANJBAR, R. et aí. Typing methods used in the molecular epidemiology of microbial 
pathogens: a how-to guide. The new microbiologica, v. 37,n. 1, p. 1-15, 2014. 


RODRÍGUEZ-LÁZARO, D. et al. Trends in analytical methodology in food safety and quality: 
monitoring microorganisms and genetically modified organisms. Trends Food Sci. Tech,, 
Amsterdam, v. 18, p. 306-319, 2007. 


SABAT, A. J. et al. ESCMID STUDY GROUP OF EPIDEMIOLOGICAL MARKERS 
(ESGEM). Overview of molecular typing methods for outbreak detection and epidemiological 
surveillance. European Surveillance, n.4, v.18, 20380, 2018. 


SCHWARTZ, D. C.; CANTOR, C. R. Separation of yeast cnromosome-sized DNAs by pulsed 
field gradient gel electrophoresis. cell, v. 37,n. 1, p. 67-75, 1984. 


STALEY, C.; HARWOOD, V. J. The use of genetic typing methods to discriminate among 
strains of Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, and V. vulnificus. Journal of AOAC 
International, v. 93, n. 5, p. 1553-1569, 2010. 


SOARES, B.S. et al. Aplicação de técnicas moleculares para o monitoramento da 
diversidade genética de Staphylococcus aureus em ambientes de produção leiteira. Tese de 
Doutorado. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. 2017. 


TAVAKOL, M.et al. Genotyping and distribution of putative virulence factors and antibiotic 


resistance genes of Acinetobacter baumannii strains isolated from raw meat. Antimicrobial 
Resistance & Infection Control, v. 7, n. 1, p. 120, 2018. 


14 


CAPÍTULO 02 


INFECÇÕES RELACIONADAS À ASSISTÊNCIA EM SAÚDE E SUAS 
CORRELAÇÕES COM OS FATORES DE VIRULÊNCIA MICROBIANOS 





Francisco Henrique da Silva 

Acadêmico de Farmácia pela Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: fh969867786Dgmail.com 


Sivoneide Maria da Silva 

Doutoranda em Bioquímica e Fisiologia pela Universidade Federal de Pernambuco 
Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: sivoneide.mariaODufpe.br 


Amanda Virgínia Barbosa 

Doutoranda em Ciências Biológicas pela Universidade Federal de Pernambuco 
Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: amanda.virginiaDdufpe.br 


Ana Vitória Araújo Lima 

Doutoranda em Bioquímica e Fisiologia pela Universidade Federal de Pernambuco 
Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: anavitoria.limaOufpe.br 


Lívia Caroline Alexandre de Araújo 

Doutora em Ciências Biológicas pela Universidade Federal de Pernambuco 
Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: livia-caroline(Dhotmail.com 


Geane Cláudia de Santana e Silva 

Graduada em Farmácia pelo Centro Universitário Maurício de Nassau- UNINASSAU 
Nstituição: Centro Universitário Maurício de Nassau- UNINASSAU 

Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235- Cidade Universitária, Recife-PE, Brasil 
E-mail: geaneclaudiafarma1 ODbol.com.br 


Maria Betânia Melo de Oliveira 

Professora associada da Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: maria.bmoliveiraQufpe.br 


Maria Tereza dos Santos Correia 

Professora titular da Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail:mtscorreia(dgmail.com 


15 


Márcia Vanusa da Silva 

Professora titular da Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco- Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife-PE, Brasil. 
E-mail: marciavanusa(dyahoo.com.br 


RESUMO: A resistência aos antimicrobianos vem sendo estudada devido a ocorrência 
e prevalência de cepas multirresistentes no ambiente hospitalar. A incidência de 
microrganismos oportunistas, conhecidos por suas capacidades de causar infecções 
utilizando um conjunto de fatores de virulência para colonizar os pacientes debilitados, 
incluindo aderência, polimorfismo, ureases, proteases, toxinas, fímbrias e formação 
de biofilme. Esse conjunto de fatores promove uma série de complicações ao paciente 
e ao sistema de saúde que o trata. O entendimento acerca dos fatores responsáveis 
pelo aumento da virulência dos microrganismos proporciona uma terapêutica eficaz 
ao paciente acometido por infecções de cunho resistente e promove um tratamento 
menos custoso ao sistema de saúde. Assim, a presente revisão objetivou discutir os 
principais fatores de virulência correlacionados com as Infecções Relacionadas à 
Assistência à Saúde. 


PALAVRAS-CHAVE: Bactérias. EPS. Viruência. Terapêutica. 


ABSTRACT: Antimicrobial resistance has been studied due to the occurrence and 
prevalence of multidrug-resistant strains in the hospital environment. A blow to 
opportunistic microorganisms, known for their ability to cause using a set of virulence 
factors to colonize debilitated patients, including adhesion, polymorphism, ureases, 
proteases, toxins, fimbriae and biofilm formation. This set of factors promotes a series 
of complications for the patient and the health system that treats him. Understanding 
the important factors by increasing the virulence of microorganisms offers an effective 
approach to patients affected by resistant changes and promotes less costly 
treatment for the health system. Thus, the present review aimed to discuss the main 
virulence factors correlated with Health Care-Related Infections. 


KEYWORDS: Bacteria. EPS. Viruence. Therapy. 
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1. INTRODUÇÃO 

Mundialmente, os processos infecciosos gerados por microrganismos 
resistentes ainda são responsáveis por causar inúmeros prejuízos na saúde, onde 
representam uma causa importante de mortalidade entre os pacientes em leitos de 
Unidades de Terapia Intensiva (SILVA et al., 2018; ARAUJO; POLETTO; BESSA, 
2017), sendo o fenômeno da resistência microbiana um dos fatores responsáveis por 
essa problemática de saúde (WHO, 2018). 

Intituladas de Infecções Relacionadas à Assistência em Saúde (IRAS), as são 
processos infecciosos que representam um dos maiores desafios no ambiente clínico- 
terapêutico (OLIVEIRA; DAMASCENO; RIBEIRO, 2009). O rápido aumento da 
resistência microbiana aos antibióticos no ambiente hospitalar promove a diminuição 
da eficácia dos medicamentos, aumenta o tempo de internação e eleva o custo do 
tratamento, podendo resultar em morte prematura como consequência direta das 
práticas em saúde inseguras. Uma das medidas mais eficazes de contenção de riscos 
associados a esses agravos ainda é a correta higienização das mãos, que reduz a 
frequência das IRAS em mais 50% (WHO, 2018). Associado a isso, os processos 
clínico-terapêuticos de identificação preliminar dos microrganismos contribuem com a 
escolha assertiva quanto a terapia medicamentosa a ser escolhida (LIMA; 
VEIGA, 2018). 

Além disso, os fatores de virulência microbianos contribuem para os processos 
de adaptações microbianas, alterando significativamente a estrutura, componentes e 
informações genéticas essenciais para as bactérias no ambiente hospitalar (SILVA et 
al., 2020). Essas características pertinentes aos microrganismos contribui para o 
desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes e com alto grau de patogenia, 
sendo a escolha terapêutica importante para a efetividade do tratamento (SILVA et 
al., 2020). 

O conhecimento acerca dos fatores responsáveis pelo perfil de resistência de 
isolados clínicos permite o uso racional de antibióticos empregados na clínica e permite 
uma abordagem segura, eficaz e adequada frente ao uso indiscriminado de 
medicamentos antimicrobianos e, consequentemente, diminuindo o fenômeno da 
resistência acelerada por fatores de pressão seletiva ocorridos pelo conjunto de 
componentes de virulência. Com o intuito de comprrender melhor a dinâmica de 
sobevivência de bactérias no ambiente hospitar, essa revisão aprensenta os 


principais fatores de virulência bacteriaos correlacionados com as Infecções 
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Relacionadas à Assistência em Saúde. 


2 INFECÇÕES RELACIONADAS À ASSISTÊNCIA EM SAÚDE (IRAS) 

As Infecções Relacionadas à Assistência em Saúde são entendidas como o 
conjunto de infecções que acometem o indivíduo, seja em instituições hospitalares, 
através de atendimentos ambulatoriais, ou em ambiente domiciliar que possa estar 
associada a algum procedimento assistencial, seja ele terapêutico ou diagnóstico 
(HORAN; ANDRUS; DUDECK, 2008). Nas UTIs, as IRAS são consideradas mais 
graves, uma vez que há uma demanda de pacientes em situação de vulnerabilidade 
e dependentes de suporte intensivo de vida, os quais são 
submetidos a inúmeros procedimentos invasivos e fazem uso de medicamentos 
imunossupressores, sendo colonizados por microrganismos multirresistentes 
(OLIVEIRA et al., 2011). 

Com o desenvolvimento de novas metodologias diagnósticas e terapêuticas e 
o avanço tecnológico na assistência à saúde, percebe-se o aumento das 
possibilidades de intervenção e controle da mortalidade frente a esses agravos. 
Porém, esse avanço traz a possibilidade de um aumento do risco de IRAS, sendo 
assim, o controle da ocorrência dessas infecções torna-se uma tarefa desafiadora 
(GUIMARÃES et al., 2011). 


3. RESISTÊNCIA MICROBIANA 

A incidência da resistência bacteriana aos medicamentos antimicrobianos é 
oriunda de um processo natural resultante de mecanismos que impõem uma pressão 
seletiva advinda do uso indiscriminado dos antimicrobianos, levando a um 
crescimento desse fenômeno (LOUREIRO et al., 2016). A resistência bacteriana 
(Figura 1) vem se tornado uma das problemáticas mais relevantes da saúde pública 
mundial, uma vez que os fármacos usados na rotina clínica não possuem ação 
farmacológica desejada, devido a esse aumento crescente da resistência (LOUREIRO 
et al., 2016). 
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Figura 1. Esquema de seleção artificial frente ao uso indiscriminado de antibióticos 
A. SELEÇÃO ARTIFICAL 


População População População 

b i Uso de bacteri bacteriana 
acteriana antibiótico acteriana A 
normal sobrevivente resistente 


Moo um 0 AMO 
Sumo Um 
Mo du do MM 


B. TRANSFERÊNCIA HORIZONTAL DE GENES 


————» ————s 
te te te te tr te 


LEGENDA: 
co: Bactéria Bactéria Bactéria com 
— sensível emos resistente em gene de 


resistência 


Fonte: Adaptado de Alvarez; Quezada, (2017). 


Esse processo de resistência ocorre por diferentes mecanismos, como os 
fenômenos genéticos que induzem a expressão de genes específicos, sendo 
classificada assim como resistência adquirida, ocorrendo por meio de transferência 
horizontal de genes (THG) como conjugação, transduçao e trasnformação. Essa 
transferência envolve, na maioria dos casos, aquisição de elementos genéticos 
móveis, como: plasmídeos, que estão fortemente associados a essa problemática 
(VON WINTERSDORFF et al., 2016). Além disso, a pressão seletiva imposta pelos 
medicamentos antimicrobianos contribuem para o aumento da resistência 
(MATOS, 2017). 


4. FATORES DE VIRULÊNCIA 

4.1 POLIMORFISMO 

O polimorfismo de estruturas genéticas dos microrganismos proporciona o 
surgimento de grupos fenotípicos distintos e que estão associados a determinados 
perfis de patogenicidade (PINTO, 2014). Essa característica proporciona variabilidade 
fenotípica e permite o surgimento de clones. Genteluci et al. (2016) em seu estudo 


sobre o polimorfismo genético, resistência microbiana e fatores de virulência em 
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isolados clínicos de Acinetobacter baumannii constatou a existência de 12 clones 
dentro da sua amostra de trabalho microbiana, onde alguns clones apresentam 
características fenotípicas diferentes entre si, sendo esse fator intimamente 
correlacionado com o perfil de resistência microbiano. 

4.2 UREASES BACTERIANAS 

As ureases são metaloenzimas presentes em plantas, fungos e bactérias que 

catalisam a hidrólise da ureia para a formação da amônia e dióxido de carbono 
(CARLINI; LIGABUE-BRAUN, 2016). Essas enzimas possuem níquel em suas 
estruturas e participam ativamente do ciclo do nitrogênio no meio ambiente. Além 
disso, são responsáveis por diversas condições patológicas, devido a sua presença 
em bactérias como Bacillus pasteurii, Brucella abortus, Helicobacter pylori, H. 
mustelae, Klebsiella aerogenes, K. tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, 
Pseudomonas putida, Sporosarcina pasteurii e Yersinia enterocolitica entre outros 
(KATARIA; KHATKAR, 2019). O mecanismo de hidrólise da ureia promove a alteração 
da homeostase, através da modificação do pH, e favorece o desenvolvimento de 
colônias bacterianas (KATARIA; KHATKAR, 2019; MAZZEI et al., 2017), sendo um 
fator de virulência para um grande número de bactérias patogênicas resistentes a 
antibióticos (MAZZEI et al., 2017). 

4.3 PROTEASES 

As proteases são enzimas que catalisam a hidrólise das ligações peptídicas, 
degradando os componentes da matriz celular ou interferindo na sinalização da célula 
hospedeira para causar danos aos processos homeostáticos (FREES; BRONDSTED; 
INGMER, 2013). Essas enzimas controlam a forma, tamanho, função, composição, 
renovação e degradação de outras proteínas. Nos microrganismos, as proteases são 
fortemente entendidas como importantes fatores de virulência (JAROCKI; TACCHI; 
DJORDJEVIC, 2015). O potencial de destruição estrutural e funcional de proteínas 
ativas possibilita o acometimento de infecções, uma vez que as proteases bacterianas 
podem destruir proteínas importantes na defesa do hospedeiro (LANTZ, 1997). 

4.4 TOXINAS BACTERIANAS 

As toxinas são entendidas como produtos não replicantes e com origem 

biológica. Elas apresentam como características a não infecciosidade, não 
contagiosidade e a não cura por antibióticos ou quimioterápicos (LAHIRI, 2000). 
Atualmente, existem centenas de toxinas bacterianas conhecidas (DOXEY; 
MANSFIELD; MONTECUCCO, 2018). Essas tsubstâncias são subclassificadas como 
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enterotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas, lisinas, toxinas produtoras de gangrena entre 
outros (LAHIRI, 2000). Nas bactérias, as características das toxinas (Tabela 1) são 
muito variadas, onde sua classificação é realizada de acordo com o tipo de excreção, 
sendo endotoxinas ou exotoxinas. 

As toxinas bacterianas além de diversas, também apresentam ampla 
distribuição. Elas apresentam como características únicas a dobragem estrutural, 
sequência e combinação funcional de domínios, visando um processo celular para 
executar sua função e sua flexibilidade e dinâmica (KUMAR et al., 2019). O fator de 
virulência que as toxinas apresentam está intimamente relacionados ao tipo de ação 
que as mesmas podem apresentar, onde pode-se encontrar exemplos de genotoxinas, 
cujo alvo molecular é o DNA. Nesse caso, podem causar sérios agravos como a 
indução de quebras de DNA que, se não forem adequadamente reparadas, resultam 
em parada irreversível do ciclo celular (senescência) ou morte das células-alvo 
(GRASSO; FRISAN, 2015). 


Tabela 1. Principais características das Endotoxinas e Exotoxinas. 














EXOTOXINAS ENDOTOXINAS 
Excretada pelos organismos, célula viva Parte integral da parede celular 
Encontrado em bactérias Gram-positivas e Encontrado principalmente em 
Gram-Negativas bactérias Gram- negativas 
É polipeptídeo É um complexo lipopolissacarídeo. 





Relativamente instável, instável ao calor (60 ºC) | Relativamente estável, tolerante ao calor 
































Altamente antigênico Fracamente imunogênico 
Os toxóides podem ser produzidos tratando- Toxóides não podem ser produzidos 
se com formalina 
Altamente tóxico, fatal em quantidades ug Moderadamente tóxico 
Geralmente se liga a receptores específicos Receptores específicos não encontrados 
Geralmente não pirogênico, específico Febre por indução da produção de 
para toxinas interleucina 1 (IL-1), cnoque 
Localizado em genes extracromossômicos Localizado em genes cromossômicos 
(por exemplo, plasmídeos) 
Filtrável Não tão filtrável 
Possui principalmente atividade enzimática Não possui atividade enzimática 
Seu peso molecular é 10KDa Seu peso molecular é 50-1000KDa 
Ao ferver, é desnaturado. Ao ferver, não pode ser desnaturado. 
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Detectado por muitos testes Detectado pelo ensaio Limulus lisado 
(neutralização, precipitação, etc) 





Exemplos: Toxinas produzidas Exemplos: Toxinas produzidas por E.coli, 
por Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella Typhi, Shigella, Vibrio 
Streptococcus pyogenes, Bacillus anthrcis cholera (toxina da cólera - também 
(toxina alfa, também conhecida como alfa- conhecida como coleragénio) 


hemolisina (Hla)) 





Doenças: tétano, difteria, botulismo Doenças: Meningococcemia, sepse por 
bastonetes gram-negativos 














Fonte: (ARYAL, 2015) 


4.5 ADERÊNCIA 

A aderência bacteriana é um processo complexo e influenciado por diversos 
fatores como temperatura, concentração de microrganismos, tempo de exposição, 
condições teciduais, proteínas teciduais e plasmáticas, características das bactérias e 
dos materiais, pH e antimicrobianos (MORAES et al., 2013). O processo de aderência 
também é influenciado por fatores intrínsecos dos microrganismos e por propriedades 
da superfície celular, como flagelo, fímbrias, pil, proteínas adesinas, 
lipopolissacarídeos, ácido lipoteicoico e cápsula (OLIVEIRA; BRUGNETRA; PICCOLI, 
2010), uma vez que conferem subsídio para o microrganismo se manter na superfície 
e iniciar seus mecanismos de adaptação. A figura 2 aborda duas fases de aderência 
microbiana em uma superfície, onde em A observa-se uma menor aderência e em B 
maior aderência de células microbianas. 

A adesão microbiana aos tecidos hospedeiros é uma etapa essencial para 
desenvolvimento da infecção (TORTORA et al., 2017; STRUVE et al., 2009). Nesta 
etapa as adesinas fimbriais se unem especificamente à receptores moleculares na 
superfície das células, facilitando a aderência aos tecidos específicos do hospedeiro 
(KLEMM; SCHEMBRI, 2000; TORTORA et al., 2017). A aderência é um dos primeiros 
processos dentro dos fatores de virulência, uma vez que é o mecanismo pelo qual o 
microrganismo vai desenvolver todas as suas capacidades adaptativas e de 


sobrevivência para a colonização da superfície. 
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Figura 2. Aderência microbiana em dois momentos distintos. 





A= Menor aderência microbiana na superfície; B= Maior aderência microbiana na superfície. 
Fonte: Os autores. 


4.6 FÍMBRIAS 

As fímbrias (Figura 3) são estruturas similares aos flagelos, sendo 
consideravelmente mais numerosas, curtas, retas e finas, medindo de 3 a 25 nm de 
diâmetro e de 10 a 20 um de comprimento. Assim como os flagelos, as fímbrias são 
constituídas de proteínas, como a pilina (XONEMAN et al., 2002). Diversos estudos 
evidenciam que as fímbrias estão envolvidas com a capacidade de adesão microbiana 
as superfícies, sendo importantes na persistência ambiental, colonização celular e 
formação de biofilmes (GIBSON et al., 2007). 

Diferentes tipos de fímbrias vêm sendo relacionadas com infecções de várias 
espécies bacterianas. Dentre as principais pode-se citar: Fímbria tipo |, Fímbria tipo III 
e Fímbria tipo IV. As fímbrias tipo |, também conhecidas como organelas manose- 
sensíveis, são filamentos helicoidais compostos de repetidas subunidades da proteína 
estrutural FimA aderidas a estruturas contendo a adesina FimH (STRUVE et al., 2008; 
STAHLHUT et al., 2009; JONES et al., 1995). São encontradas em várias espécies da 
família Enterobacteriaceae, desempenhando um papel importante na patogênese 
bacteriana (BABY et al., 2016). 
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Figura 3. Diferença entre Flagelos e Fímbrias. 


EN 


Flagelos 


EN 


Flagelos 


Fímbrias 





Fímbrias 


Fonte: Adaptado de Free pic. 


Bactérias que apresentam as fímbrias tipo | são caracterizadas pela habilidade 
de mediar a aglutinação de eritrócitos de diferentes espécies de animais na ausência 
de D-manose (BABY et al., 2016). A adesina fimH reconhece manose contendo 
glicoproteínas que estão presentes em muitos tecidos do hospedeiro, como a 
superfície do aparelho urinário. Isto permite que as bactérias se fixem e eventualmente 
colonizem o uroepitélio (CONNELL et al., 1996; MULVEY, 1998; MARTINEZ et al., 
2000). Dessa forma, as fímbrias do tipo 1 desempenham um papel importante na 
infecção do trato urinário (ITU) causadas por bactérias como Escherichia coli e 
Klebsiella pneumoniae (SAHLY et al., 2008). 

As fímbrias tipo Ill também estão envolvidas com o processo de colonização 
bacteriana de tecidos epiteliais, uroepitéliais e proteínas externas como o colágeno, 
além de facilitar formação de biofime (CHAHALES; THANASSE, 2015). Essas 
organelas são fibras adesivas comuns entre bactérias Gram-negativas causadoras de 
infecções do trato urinário associada à cateter (CAUTIs), sendo comumente 
encontradas em E. coliuropatogênicas (UPEC) (BEHZADI, 2018b; CHERYL-LYNN et 
al., 2010). 

As fímbrias tipo IIl são codificadas por um operon mrkABCDF/mrkABCDEF o 
qual inclui o gene MrkA que codifica a subunidade principal fimbrial e o MrkD codifica 
a adesina fimbrial responsável pela aglutinação de eritrócitos pelo mecanismo manose 
resistente (STRUVE et al., 2009). O operon mrk pode estar situado nos cromossomos 
bacterianos, plasmídios ou transposons. Estudos evolutivos relatam que este operon 


originou-se em isolados de K. pneumoniae e foi transferido horizontalmente para E. 
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coliuropatogênicas (UPEC) (CHERYL-LYNN et al., 2010; KLEMM et al., 2010). 

As fímbrias tipo IV são longos apêndices fibrilares que atuam como fatores de 
virulência amplamente distribuídos entre bactérias Gram-negativas como 
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, Myxococcus 
xanthus, sendo também encontrados em Gram-positivas como os gêneros Clostridia 
e Ruminococcus, em Cyanobacteria e em arqueas (IMAM et al., 2011; PROFT; 
BAKER, 2009; SZABÓ et al., 2007). 

Em bactérias Gram-negativas, a família de fímbrias tipo IV é dividida em dois 
grupos (IVa e IVb), que se diferem pela sequência e quantidade de aminoácidos. O 
grupo A é caracterizado por apresentar uma pequena sequência de inicial de 5 a 6 
aminoácidos, a qual apresenta a fenilalanina como aminoácido metilado na porção N- 
terminal. Já o grupo B possui uma sequência inicial maior (15 — 30 aminoácidos), com 
a pilina apresentando metionina, leucina ou valina na porção N-terminal (CRAIG; 
PIQUE; TAINER, 2004; GILTNER et al., 2012). 

A arquitetura básica da fímbria tipo IV é utilizada para uma variedade de 
funções, sendo a fímbria do tipo IVa frequentemente relacionada com adesão em 
células eucarióticas (FARINHA et al., 1994; PARKER et al., 2006) e transferência 
horizontal de genes (AAS et al., 2007) e menos frequentemente na formação de 
biofilme (JURCISEK et al., 2007; KLAUSEN et al., 2003), enquanto as do tipo IVb 
promovem a autoassociação bacteriana, ou seja, formação de microcolônia ou auto- 
agregação (ANANTHA et al., 2000; HERRINGTON et al., 1988). 

A função das fímbrias está relacionada a adesão bacteriana em superfícies e 
em bactérias patogênicas, as fímbrias, frequentemente, são fatores de adesão 
cruciais, que medeiam a ligação às células alvo, evasão do sistema imune do 
hospedeiro e formação do biofilme (MUNHOZ, 2015). Diante disso, estudos vêm 
sendo realizados buscando compreender a estrutura e a biossíntese dos diferentes 
tipos de fímbrias com o objetivo de estabelecer eficazes na prevenção e tratamento 
dessas infecções (MCCALLUM et al., 2019; QUAN et al., 2019). 

4.7 BIOFILMES BACTERIANOS 

Os biofilmes são formados em diferentes etapas: adesão bacteriana, seguido 
do crescimento bacteriano e a expansão do biofilme. Nesta última, a atividade e a 
estrutura do biofilme são delimitadas, respectivamente. Na qual ocorrem os seguintes 
passos, deposição de um filme num dispositivo, fixação de microrganismos, adesão 


microbiana e ancoragem à superfície pela produção de matriz (EPS), crescimento, 
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multiplicação e disseminação dos microrganismos (Figura 4). As substâncias 
poliméricas extracelulares (EPS) são os principais elementos dessa matriz, onde são 
responsáveis pela morfologia, coesão e integridade funcional. O EPS é principalmente 
constituído por polissacarídeos, e funciona como base para as células se ligarem. 


Além disso, o biofilme é composto de lipídios e ácidos nucléicos (DNA, RNA), 
fosfolipídios e glicoproteínas, na qual existem diferenças entre eles (SILVA, 2015). 


Figura 4. Mecanismo de formação de biofilme bacteriano. 
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Fonte: Trentin et aí., (2013). 


De uma forma geral podemos separar em três grupos de fatores que facilitam 
essa formação do biofilme, os fatores ambientais, as propriedades do material e as 
características da célula bacteriana (SILVA, 2015). O processo de comunicação 
bacteriana que leva à transcrição de genes é chamado de Quorum sensing. Esse 
processo se baseia na liberação de moléculas sinalizadoras por bactérias e a 
detecção dessas moléculas pelas células vizinhas (STOODLEY et al., 2002). 

Os microrganismos podem viver livremente, de forma planctônica, onde 
dispersam-se rapidamente pelo ambiente, ou como células sésseis, se aderindo à 
uma superfície e formando o biofilme (TRENTIN, 2013). Após a adesão das células 
planctônicas, há o início da formação do Quorum Sensing, onde esse início permite 
a agregação de microcolônias até a formação completa do biofilme maduro, dando 
início a liberação de novas células e gerando um novo ciclo de replicação na 
produção e liberação de moléculas que agem regulando e estimulando o 
crescimento e a formação do biofilme (TRENTIN, 2013). 


Conforme há o aumento da densidade bacteriana (Figura 5) dentro do biofilme, 
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essas moléculas chamadas de indutoras, agem estimulando a transcrição de genes 
que regulam a virulência (Figura 1), a produção de matriz polissacarídica e a 
formação do próprio biofilme (TRENTIN et al, 2013). Esse processo comunicativo é 
responsável pelo comportamento bacteriano de resistência e por ditar a evolução e 
a regulação do biofilme (DONLAN, 2002). 


Figura 5. Biofilme de isolado clínico formado em ponta de cateter hospitalar. 





Fonte: Autor. 


5. CONCLUSÃO 

O conjunto dos fatores de virulência contribuem para perfis de microrganismos 
cada vez mais virulentos e aumenta o custo no ambiente clínico/terapêutico. A 
expressão de determinadas características, tais como adesinas e proteases variações 
fenotípicas e a formação de biofilmes microbianos, facilitam a penetração nos tecidos 
e conferem uma maior patogenicidade (NAVES et al., 2013). Assim, torna-se 
necessário o uso de medidas de contenção que, minimizem a propagação dos fatores 


de virulência e, consequentemente, a resistência microbiana. 
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RESUMO: Kiebsiella pneumoniae é uma das bactérias gram-negativas mais 
prevalentes em UTIS no Brasil e no mundo. E um patógeno oportunista que provoca 
infecções sobretudo em pacientes hospitalizados, principalmente nos tratos urinário e 
respiratório. Sua capacidade de estabelecer infecções está intimamente relacionada 
a presença de fatores de virulência, dentre os quais se destacam as fímbrias, as 
cápsulas polissacarídicas (CPS), os lipopolissacarídeos (LPS) os sideróforos e a 
capacidade de formar biofilme. Ademais, certas cepas, denominadas hipervirulentas 
(hvKP), se distinguem das cepas clássicas (CKP) por sua capacidade de invasividade, 
promovendo focos secundários de infecções. As fímbrias são responsáveis pela 
adesão inicial das células bacterianas entre si e sobre o substrato, seja biótico ou 
abiótico; cápsulas polissacarídicas são responsáveis pelo aspecto mucoso das 
colônias na espécie e possuem função relacionada à proteção da célula; o 
lipopolissacarídeo possui papel importante na resistência da K. pneumoniae frente aos 
mecanismos de defesa do hospedeiro; sideróforos são responsáveis pela captação 
de ferro para que a célula bacteriana promova seu metabolismo e biofilme auxilia na 
estabilização da infecção, sendo muitas vezes determinante na sobrevivência da 
comunidade celular bacteriana no ambiente. A hipervirulência em K. pneumoniae é 
uma preocupação para a saúde pública e poderia tornar-se rotina a identificação de 
tais cepas a fim de tratar os pacientes de forma eficiente e com caráter de urgência. 


PALAVRAS-CHAVE: Virulência; Hipervirulência; hipermucoviscosidade; Klebsiella 
pneumoniae. 


ABSTRACT: Kiebsiella pneumoniae is one of the most prevalent gram-negative 
bacteria in ICUs in Brazil and worldwide. It is an opportunistic pathogen that causes 
infections mainly in hospitalized patients, especially in the urinary and respiratory 
tracts. Its ability to establish infections is closely related to the presence of virulence 
factors, among which are fimbriae, polysaccharide capsules (CPS), 
lipopolysaccharides (LPS), siderophores and the ability to form biofilm. In addition, 
certain strains, named as hypervirulent (hvKP), are distinguished from classic strains 
(CKP) by their invasiveness, promoting secondary foci of infections. The fimbriae are 
responsible for the initial adhesion of bacterial cells to each other and to the substrate, 
whether biotic or abiotic; polysaccharide capsules are responsible for the mucous 
aspect of the colonies in the species and have a function related to cell protection; 
lipopolysaccharide plays an important role in the resistance of K. pneumoniae to host 
defense mechanisms; siderophores are responsible for the uptake of iron so that the 
bacterial cell promotes its metabolism and biofilm helps in the stabilization of the 
infection, being often determinant in the survival of the bacterial cell community to the 
environment. Hypervirulence in K. pneumoniae is a public health concern and it could 
become routine to identify such strains in order to treat patients efficiently and urgently. 


KEYWORDS: Virulence; Hypervirulence; hypermucoviscosity; Klebsiella 
pneumoniae. 
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1. INTRODUÇÃO 

Klebsiella pneumoniae está entre as espécies bacterianas mais isoladas no 
mundo, sendo, no Brasil, o agente etiológico mais prevalente em infecções primárias 
de corrente sanguínea em pacientes adultos das unidades de terapia intensiva (UTI) 
(BRASIL, 2017). 

Esse microrganismo é uma bactéria gram-negativa amplamente distribuída na 
natureza, mas que pode estar presente de forma assintomática no trato intestinal e 
mais raramente em vias aéreas de pessoas saudáveis (BRISSE et al., 2006). Se torna 
patogênica sobretudo em pacientes hospitalizados, acarretando infecções 
principalmente nos tratos urinário e respiratório (MARTIN; BACHMAN, 2018). Suas 
cepas podem se disseminar extensivamente entre os pacientes, ocasionando surtos, 
especialmente em UTIs neonatais (BRISSE et al., 2006). 

A progressão de colonização para doença infecciosa não depende apenas da 
imunocompetência do paciente, mas também dos componentes de virulência e 
resistência que as bactérias possuem e/ou adquirem (MARTIN; BACHMAN, 2018), os 
quais permitem que a célula bacteriana mantenha-se aderida e/ou invada tecidos, 
resista aos mecanismos de defesa do hospedeiro e/ou sobreviva ao tratamento 
terapêutico que está sendo utilizado no paciente. 

Geralmente as cepas dependem não só de um, mas de diversos componentes 
que facilitem a colonização e o crescimento bem-sucedidos em um hospedeiro, esteja 
esse com o sistema imunológico totalmente funcional ou comprometido (CLEGG; 
MURPHY, 2016). 


2. ESPÉCIE KLEBSIELLA PNEUMONIAE 

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram-negativa pertencente à ordem 
Enterobacteriales, a qual inclui outros patógenos conhecidos, tais como Escherichia 
coli, Yersinia spp., Salmonella spp. e Shigella spp. (MORALES-LÓPEZ et al., 2019). 
Nos meios de ágar, possui uma colônia grande, geralmente com consistência 
mucoide, a qual é conferida pela cápsula de polissacarídeo ligada à parte externa da 
membrana bacteriana, e fermenta lactose (MARTIN; BACHMAN, 2018). Suas cepas 
são imóveis, ornitina-negativas e indol-negativas, característica geralmente utilizada 
para diferenciá-las de Klebsiella oxytoca (KONEMAN et al., 2018). 

As espécies de Klebsiella estão comumente presentes em uma variedade de 


fontes ambientais, como solo, vegetação e água, contribuindo para processos 
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bioquímicos e geoquímicos (BRISSE et al., 2006). Dentre as espécies pertencentes 
ao gênero, a K. pneumoniae é a mais frequentemente isolada de materiais biológicos 
humanos. Sendo detectada nas fezes de 30 % dos indivíduos saudáveis, com essa 
frequência aumentada em crianças ou após uso de antibióticos (TRABULSI; 
ALTERTHUM, 2008). Essa bactéria também pode ser encontrada de 1 a 6% na 
orofaringe de pessoas saudáveis, aumentando para até 20% em pacientes 
hospitalizados (KONEMAN, 2018), 35% em etilistas e 36% em diabéticos 
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). 

Conhecida como patógeno oportunista, K. pneumoniae causa infecções 
principalmente em recém-nascidos, pacientes cirúrgicos, etilistas e portadores de 
neoplasias e diabetes (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). 

Dentre as infecções causadas por K. pneumoniae em pacientes neonatos, 
idosos e imunocomprometidos, a infecção urinária é a mais comum e frequentemente 
está associada a pacientes portadores de diabetes mellitus e/ou à presença de 
cateteres (MARTIN; BACHMAN, 2018), podendo evoluir para uma bacteremia grave, 
com altas taxas de morbidade e mortalidade (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). A 
presença de cateter representa um ótimo nicho para desenvolvimento de biofilme 
bacteriano, contribuindo para que as células do microrganismo criem um ambiente no 
qual elas possam se proteger do sistema imunológico do hospedeiro (CLEGG; 
MURPHY, 2016). 

Klebsiella pneumoniae também causa um número significativo de infecções 
graves adquiridas na comunidade, incluindo abscesso hepático piogênico, pneumonia 
e meningite (HOLT et al. 2015). A pneumonia por K. pneumoniae, geralmente 
adquirida por indivíduos etilistas crônicos e/ou com comprometimento da função 
pulmonar (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008), pode causar necrose extensa, 
hemorragia com produção de escarro avermelhado e, em casos mais graves, 
abscessos pulmonares, doença cavitária crônica, hemorragia interna e hemoptise 
(KONEMAN et al., 2018). 


3. VIRULÊNCIA EM KLEBSIELLA PNEUMONIAE 

Para crescer, se estabelecer e se proteger da resposta imune de seu 
hospedeiro, Klebsiella pneumoniae, assim como outras espécies bacterianas, 
precisam desenvolver diferentes estratégias (HOLT et al, 1999; PACZOSA; 
MECSAS, 2016). Tais estratégias, constituem os fatores de virulência e são 
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responsáveis pela capacidade bacteriana de produzir toxinas, resistir às defesas 
imunológicas do hospedeiro e alvejar e colonizar uma superfície apropriada do tecido 
por adesão específica (KLEMM; SCHEMBRI, 2000). Assim, os fatores de virulência 
implicam na patogenicidade bacteriana (BRISSE et al., 2006) e geralmente é 
necessário que a cepa tenha uma variedade de fatores para obter sucesso em sua 
colonização e crescimento no corpo do hospedeiro (HOLT et al., 1999). 

Quatro componentes de virulência em Klebsiella pneumoniae estão envolvidos 
na sua patogênese: adesinas, polissacarídeos capsulares, lipopolissacarídeos (LPS) 
e sistemas de captação de ferro (sideróforos) (BRISSE et al., 2006; PACZOSA; 
MECSAS, 2016). Cada um desenvolve um papel diferente nos variados tipos de 
infecções causadas por K. pneumoniae, bem como nas diferentes estirpes 
(PACZOSA; MECSAS, 2016). 

3.1 KLEBSIELLA PNEUMONIAE CLÁSSICA VS KLEBSIELLA PNEUMONIAE 
HIPERVIRULENTA 

Em países ocidentais, comumente as infecções são causadas por cepas de K. 
pneumoniae conhecidas como “clássicas” (cKP), responsáveis, principalmente, por 
infecções urinárias, abdominais, associadas à dispositivos médicos, em sítio cirúrgico, 
em tecidos moles, bacteremia subsequente e pneumonia em pacientes 
imunocomprometidos (POMAKOVA et al., 2012). Mas nas últimas décadas, uma 
variante hipervirulenta (hvKP) vem causando graves quadros clínicos de infecções, 
adquiridas na comunidade, com abscessos piogênicos e alto potencial (11-80%) de 
infecções secundárias em pacientes imunocomprometidos ou não (LIU et al., 1986; 
POMAKOVA et al., 2012; CATALÁN-NÁJERA et al., 2017). 

Hipervirulência em K. pneumoniae poderia ser definido como a capacidade a 
bactéria em produzir infecções invasivas (disseminação metastáticas) após o primeiro 
foco de infecção em adultos saudáveis (CATALÁN-NÁJERA et al., 2017). 

Cepas hvKP possuem maior nível de virulência quando comparadas às cKP, 
pois: (1) apresentam maior resistência aos efeitos bactericidas do soro e atividades 
bactericidas mediadas por neutrófilos e macrófagos; (2) possuem habilidade de 
produzir infecções invasivas com capacidade de disseminação metastásica em 
pacientes saudáveis; e (3) possuem maior eficiência na captação de ferro 
(POMAKOVA et al., 2012; CATALÁN-NÁJERA et al., 2017; LOPEZ et al., 2019). 

Cepas hipervirulentas são comumente associadas a um perfil de 
hipermucoviscosidade (HMV), o qual se caracteriza fenotipicamente pela formação de 
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um filamento viscoso maior que 5 mm após tocar uma colônia com a alça bacteriana 
e afastá-la (HAGIYA et al., 2014; Figura 1). Entretanto, autores sugerem que a 
hipermucoviscosidade e a hipervirulência são dois fenótipos distintos, pois ao mesmo 
tempo que variantes hvKP ocorrem sem o fenótipo HMV, isolados caracterizados 
como HMV podem apresentar-se como cepas cKP (RUSSO et al., 2015: CATALÁN- 
NÁJERA et al., 2017). Portanto, os dados na literatura ainda são insuficientes e esse 
ponto ainda não está bem elucidado. 


Figura 1. Fenótipo hipermucoviscoso caracterizado pela presença de um fio mucoviscoso igual ou 
maior que 5 mm. 





Fonte: Catalán-Nájera et al., 2017. 


As variantes hvKP/HMV costumam ser sensíveis a diversas classes de 
antimicrobianos, o que evita o prolongamento de suas infecções, acarretando uma 
baixa taxa de mortalidade (NAMIKAWA et al., 2016). Ainda assim, tais infecções 
podem trazer consequências incapacitantes devido a metástases, principalmente para 
o sistema nervoso central e para os olhos (POMAKOVA et al., 2012). 

Entretanto, cepas hvKP resistentes a antimicrobianos têm se tornado uma 
preocupação mundial, uma vez que podem aumentar o dilema terapêutico, 
prolongando o quadro infeccioso e aumentando a possibilidade de metástases e das 
taxas de mortalidade, não só em pacientes imunocomprometidos, mas também em 
pacientes saudáveis (YAO et al., 2015; HOLT et al., 2015). 
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3.2 FÍMBRIAS 


A adesão da célula bacteriana às superfícies do tecido do hospedeiro é 
geralmente um passo crucial na colonização e no desenvolvimento da infecção (HOLT 
et al., 1999). Em K. pneumoniae as fímbrias são importantes mediadores dessa função 
(PACZOSA; MECSAS, 2016). Fímbrias, também denominadas de pili, são estruturas 
que constituem filamentos poliméricos com comprimentos de até tum e diâmetros de 
2 nm, que se estendem a partir da superfície da célula bacteriana e geralmente 
possuem uma adesina em sua ponta (KLEMM; SCHEMBRI, 2000; PACZOSA; 
MECSAS, 2016). Tanto bactérias patogênicas quanto saprofíticas são capazes de 
expressar adesinas, sendo fatores-chave na patogênese bacteriana e na ecologia 
bacteriana em geral (KLEMM; SCHEMBRI, 2000) 

Em K. pneumoniae, as fímbrias mais estudadas incluem as dos tipos 1 
(manose-sensível) e 3 (manose-resistente), sendo a última, importante na produção 
de biofilme, pois promove o contato das células com a superfície e entre si (JAGNOW; 
CLEGG, 2003; SCHROLL et al., 2010). Já as fímbrias do tipo 1 parecem mais 
específicas e importantes para a adesão da bactéria às células uroepiteliais e ligação 
a plantas (KLEMM, SCHEMBRI, 2000). 

Fímbrias do tipo 3 medeiam a aderência das células bacterianas a raízes de 
plantas, células endoteliais humanas, epiteliais do trato respiratório, células 
uroepiteliais e colágeno, além de superfícies abióticas como cateteres (JAGNOW; 
CLEGG, 2003; BRISSE et al., 2006). São filamentos em hélice (PACZOSA; MECSAS, 
2016), cujo eixo é composto predominantemente pela subunidade principal MrkA e 
pela adesina fimbrial MrkD, localizada no topo da organela (Figura 2) (BRISSE et 
al., 2006). 

MrkA facilita a adesão e formação do biofilme em superfícies plásticas, 
independentemente da adesina MrkD (LANGSTRAAT et al., 2001; JAGNOW; 
CLEGG, 2003). Enquanto o MrkD facilita a ligação das células bacterianas a proteínas 
da matriz extracelular do hospedeiro, como o colágeno, e a células derivadas do trato 
urinário (LANGSTRAAT et al., 2001; JAGNOW; CLEGG, 2003; CLEGG; 
MURPHY, 2016). 
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Figura 2. Estrutura da fímbria do tipo 3 e suas funções. 


Facilita ligação com a 
matriz extracelular 


Facilita ligação com 
MArkA, mf 
' superfícies abióticas 





Fonte: adaptado de PACZOSA; MECSAS, 2016. 


As fímbrias do tipo 1 são compostas por uma subunidade principal, a Fima, 
com uma adesina FimH em sua ponta e são expressas em 90 % dos isolados de K. 
pneumoniae clínicos e ambientais, bem como em quase todos os membros das 
Enterobacteriaceae, sendo tal expressão gênica regulada de acordo com os traços do 
ambiente em que a cepa está inserida (Figura 3) (PACZOSA; MECSAS, 2016). 


Figura 3. Estrutura da fímbria do tipo 1 e suas funções. 
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fimbriae 
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bexiga e superfícies abióticas 





Fonte: adaptado de PACZOSA; MECSAS, 2016. 
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A expressão das fímbrias do tipo 1 e 3 de forma simultânea não é 
funcionalmente redundante, pois a virulência não é aumentada quando isso ocorre 
(STRUVE et al, 2009; PACZOSA; MECSAS, 2016). Mas elas podem ser 
complementares, pois Schroll e colaboradores (2010) observaram que ao se 
interromper a expressão de fímbrias do tipo 3, essa era compensada por uma 
regulação positiva das fímbrias do tipo 1, indicando uma regulação cruzada entre os 
dois clusters genéticos. 

Uma fímbria que comumente ocorre em Escherichia coli denominada ECP (do 
inglês E. coli common pilus), codificada pelo operon cromossômico ecoRABCDE, foi 
documentada pela primeira vez em associação com cepas de E. coli que causam 
meningite e septicemia em recém-nascido (GARNETT et al., 2012). No entanto, um 
operon homólogo foi encontrado em muitas outras enterobactérias patogênicas 
importantes dos tratos gastrointestinal e urinário, incluindo K. pneumoniae (GARNETT 
et al., 2012; ALCÁNTAR-CURIEL et al., 2013). 

Alcântar-Curiel e colaboradores (2013) observaram, em seus ensaios in vitro com 
K. pneumoniae, que a ECP teve função em agregar as células bacterianas, levando à 
formação de microcolônias em células epiteliais cultivadas e à progressão de biofilmes 
estáveis em superfícies inertes. 


3.3 CAPSULA POLISSACARÍDICA (CPS) 


A superfície de uma bactéria é a primeira linha de defesa da célula frente às 
adversidades do ambiente (WANG et al., 2013). Assim, cepas de K. pneumoniae 
geralmente são envolvidas por uma capsula polissacarídica (CPS) hidrofílica (Figura 
4), O que conferere o brilho e o aspecto mucoide das colônias em meio ágar (BRISSE 
et al., 2006). 

A CPS evita a dissecação da célula bacteriana em condições adversas, 
bloqueia infecções de bacteriófagos, promove resistência à fagocitose, auxilia na 
regulação da pressão osmótica intracelular e neutraliza a atividade bactericida do 
sistema imune do hospedeiro (WANG et al., 2013; CRESS et al., 2014; CLEGG; 
MURPHY, 2016). 

A CPS é um dos fatores de virulência mais importantes em K. pneumoniae. 
Quando acapsulada, a cepa demonstra virulência notavelmente menor, enquanto 
cepas hvkKP produzem uma hipercápsula (Figura 6) (PACZOSA; MECSAS, 2016). 
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Figura 4. Funções da cápsula (CPS) em Kiebsiella pneumoniae. 
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A CPS: (a) protege a célula da fagocitose e da opsonofagocitose da bactéria pelas células do sistema 
imunológico; (b) bloqueia componentes do sistema complemento, prevenindo lise e opsonização; (c) 
evita a dissecação e auxilia na regulação da pressão osmótica intracelular; (d) evita a ativação 
fulminante de respostas inflamatórias, medida pela diminuição das espécies reativas de oxigênio 
(ERO), IL-8, IL-6, e produção de TNF-a. 

Fonte: adaptado de PACZOSA; MECSAS, 2016 


A complexidade bioquímica dessas cápsulas confere produção de tipos 
antigênicos cepa-específicos e atualmente, são conhecidos 78 tipos, os quais são 
utilizados para discriminar os diferentes sorotipos de K. pneumoniae durante as 
infecções (CLEGG; MURPHY, 2016). Eles são denominados antígenos K e seus tipos 
estão relacionados à gravidade da infecção, especialmente aquelas adquiridas na 
comunidade (PACZOSA; MECSAS, 2016). Os tipos K1, K2, K5, K20, K54 e K57 são 
os sorotipos mais patogênicos e prevalentes (CATALÁN-NÁJERA et al., 2017), e os 
K1 e K2 estão comumente associados a cepas hvKP (MIZUTA et al. 1983; PACZOSA; 
MECSAS, 2016). O sorotipo K2 pode estar relacionado a infecções invasivas e K1 a 
infecções obtidas na comunidade (FOLLADOR et al., 2016) 

Os genes necessários para a produção de cápsula, tanto em cKP quanto em 
hvKP estão localizados no operon cromossomal cps (PACZOSA; MECSAS, 2016) e 
nos sorotipos K1 e K2, os genes rmpA e magA super regulam o locus cps a nível 
transcripcional, resultando na síntese da hipercápsula (PACZOSA; MECSAS, 2016). 
Nesse sentido, a hipercápsula ocorre em decorrência de uma alta produção de 
exopolissacarídeos, o que durante muito tempo acreditou-se contribuir para o fenótipo 

hipermucoviscoso (HMV). De fato, a cápsula polissacarídica é responsável pelo 
aspecto mucoso da colônia, mas não necessariamente pelo fenótipo HMV (CATALÁN- 
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NÁJERA et al., 2017). 

Talvez o aspecto HMV dessas cepas ocorra devido à composição da cápsula 
e não devido à superprodução de polissacarídeos. Lee e colaboradores (2014) 
observaram maiores concentrações de ácido siálico nas capsulas de hvKP/HMV 
quando comparadas a cepas que não apresentavam o fenótipo HMV e que ao reduzir 
o ácido siálico, a hipermucoviscosidade poderia ser perdida. Quanto à sua influência 
sobre a produção de biofilme, foi observado que uma deficiência ou diminuição na 
produção de CPS pode acarretar em menor produção também de biofilme em K. 
pneumoniae (WU et al., 2011) 

3.4 LIPOPOLISSACARÍDEOS (LPS) 


O LPS é um componente principal e necessário na área externa da membrana 
celular das bactérias Gram-negativas, possuindo uma função importante na proteção 
da K. pneumoniae contra defesa humoral do hospedeiro, embora possa ser um forte 
ativador imunológico (PACZOSA: MECSAS, 2016). É composto, basicamente, por um 
lipídeo A, um oligossacarídeo central e uma cadeia polissacarídica lateral chamada 
de "antígeno O" (Figura 5) (BRISSE, 2006). 


Figura 5. Composição do Lipopolissacarídeo em Klebsiella pneumoniae: três subunidades principais, 
o lipídeo A, um núcleo de oligossacarídeo e o antígeno O. 


>» Antigeno O 


>» Oligossacarídeo central 


»Lipídeo A 








Fonte: adaptado de PACZOSA; MECSAS, 2016. 
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A porção lipídica do LPS ativa produção de citocinas e quimiocinas, que por 
sua vez, ajudam a recrutar e ativar macrófagos e neutrófilos (PACZOSA; MECSAS, 
2016). Em variantes hvKP:K1, a hipercápsula pode servir como uma barreira física 
sobre a porção lipídica, impedindo seu reconhecimento pelo sistema imunológico do 
hospedeiro e, consequentemente, sua ativação e recrutamento celular (WU et al., 
2009). A literatura elucida que a produção do LPS e da cápsula em K. pneumoniae 
possui certa codependência e a formação de uma dessas estruturas pode afetar a 
quantidade e a presença da outra (CLEGG; MURPHY, 2016). 

A principal função do antígeno O é proteger a K. pneumoniae do sistema 
complemento de seu hospedeiro, um mecanismo da defesa humoral, o qual ao ser 
ativado, seja pela via clássica ou alternativa, confere efeito bactericida através do 
rompimento da membrana celular bacteriana e consequente morte do patógeno 
(TAYLOR, 1983) e nesse contexto, o comprimento do antígeno é um fator 
determinante (BRISSE, 2006). 

Apesar do próprio antígeno O ativar o sistema complemento, ele também pode 
proteger a célula do seu ataque. Merino e colaboradores (1992) demonstraram que 
cepas K2 contendo antígeno O com seu comprimento total, caracterizando um “LPS 
macio” (smooth LPS), interrompem a cascata de ativação do sistema complemento, 
ao passo que outras cepas com a cadeia do antígeno O truncada ou ausente, 
caracterizando um “LPS áspero” (Rough LPS), não possuem a mesma habilidade e 
sofrem morte mediada pelo sistema. 

A composição da cadeia polissacarídica do antígeno O pode variar entre as 
cepas de K. pneuimoniae, compreendendo diferentes sorotipos, mas em contraste 
com o número de antígenos K, que tem 78 tipos diferentes, o número de antígenos O 
é pequeno, com apenas 9 descritos (TRAUTMANN et al.,1997; HANSEN et al., 1999), 
sendo o O1 o tipo mais comumente associado a infecções humanas no cenário global 
(FOLLADOR et al., 2016; CHOI et al., 2020) 

Foi observado que os sorotipos K1 e K2 são quase exclusivamente do cluster 
O1 e, dessa forma, não surpreende que traços de hipervirulência também sejam mais 
encontrados nesse tipo de LPS (FOLLADOR et al., 2016). Cepas hvkKP dos sorotipos 
01:K1 e 01:K2 liberam um complexo tóxico extracelular de suas superfícies celulares 
durante o crescimento denominado ETC (WHITFIELD et al., 1991). Esse complexo é 


um agregado inseparável por filtração, troca-iônica ou cromatografia de filtração em 
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gel, composto pela CPS, o LPS e foi responsável pela letalidade e extensa necrose 
de tecido pulmonar associada à pneumonia em camundongos (STRAUS et al., 1985). 

Diante do cenário criado pelas infecções por K. pneumoniae, alguns autores 
acham promissor desenvolver uma vacina baseada nos antígenos O, a qual confira 
imunidade, pelo menos, contra os sorotipos: O1, devido a sua alta virulência e 
prevalência; e, O2 e O5 devido a sua associação a resistência a antimicrobianos 
(CHOI et al., 2020) 

3.5 SIDERÓFOROS 

Assim como a maioria dos organismos vivos, em função do seu metabolismo, 
Klebsiella pneumoniae precisa de ferro para sobreviver no ambiente (CLEGG; 
MURPHY, 2016). Contudo, apesar da abundância de ferro no planeta e a pequena 
quantidade necessária para o seu crescimento celular, esse metal está indisponível 
na maioria dos ambientes (WANDERSMAN; DELEPELAIRE, 2004). 

No plasma sanguíneo de mamíferos, normalmente o ferro está ligado a 
moléculas transportadoras como a transferrina, o que torna necessário que 
patógenos, como K. pneumoniae, desenvolvam táticas para competir com seu 
hospedeiro e adquirir esse ferro (PACZOSA; MECSAS, 2016). Nesse sentido, 
diversas bactérias sintetizam sideróforos, moléculas de baixo peso molecular e 
altíssima afinidade com ferro que são secretadas como agentes quelantes, 
solubilizando e extraindo ferro da maioria dos minerais ou complexos orgânicos, e que 
depois retornam para a célula através de receptores específicos na superfície 
(WANDERSMAN; DELEPELAIRE, 2004; MIETHKE; MARAHIEL, 2007). 

Em ambientes pobres em ferro, as variantes hvKP podem elevar sua produção de 
sideróforos, quando comparadas a cKP (RUSSO et al., 2015; SÁNCHEZ-LÓPEZ et 
al., 2019). Aparentemente, quanto mais invasiva a cepa de K. pneumoniae for, maior 
a necessidade de competir eficientemente com o hospedeiro por ferro (CLEGG e 
MURPHY, 2016). 

O sistema sideróforo da Enterobactina obtém predominantemente ferro ligados 
a transferrina (BROCK et al., 1991), é regulado por genes cromossomais e sua 
expressão está ativa em praticamente todas as cepas de K. pneumoniae, incluindo as 
clássicas e as hipervirulentas (PACZOSA; MECSAS, 2016). Entretanto, esse sistema 
é sequestrado pela lipocalina 2 (Lcn2), uma proteína produzida pelo sistema imune 
inato dos mamíferos e que se liga aos sideróforos da enterobactina para limitar a 
aquisição de ferro pela bactéria (SMITH, 2007) e, consequentemente, inibir a 
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replicação bacteriana (FLO et al., 2004). 

Nesse contexto, a produção de mais um sideróforo pode significar uma 
colonização bem-sucedida (PACZOSA; MECSAS, 2016). Portanto, diversos 
sideróforos foram desenvolvidos, cuja variação estrutural levam a diferenças na 
afinidade do ferro, pH ótimo, particionamento da membrana e capacidade de evitar a 
Len2 do hospedeiro (HOLDEN; BACHMAN, 2015). Cepas de K. pneumoniae 
codificam diversos sideróforos, cuja expressão e a contribuição para a virulência 
variam (PACZOSA; MECSAS, 2016). 

Em Enterobacteriaceae, juntamente com a enterobactina, dois sistemas de 
sideróforos são mais prevalentes: a aerobactina e a yersiniabactina (LAWLOR et a., 
2007), sendo a aerobactina dominante entre cepas hvkP (RUSSO et al., 2015), mas 
raro entre variantes cKP (PACZOSA; MECSAS, 2016). 

Aerobactina é um sideróforo do tipo hidroxamato-citrato e é produzido por uma 
menor fração de enterobacteriaceas (LAWLOR et al., 2007). Esse sistema obtém ferro 
preferencialmente de células e tecidos e, em Escherichia coli, está associada a cepas 
mais invasivas, provavelmente porque, como células produtoras de infecções 
sistêmicas, estão localizadas em tecidos, com o qual mantém contato direto, tornando- 
se uma potencial fonte de ferro (BROCK et al., 1991). Em K. pneumoniae, dados 
sugerem que aerobactina desempenham um papel fundamental no desenvolvimento 
do fenótipo de hipervirulência (CATALÁN-NÁJERA et al., 2017), possivelmente pelo 
mesmo motivo. 

Yersiniabactina é um sistema encontrado em menor fração em 
enterobacteriaceas que a aerobactina e que foi primeiramente encontrado em 
espécies do gênero Yersinia spp., nas quais está associado a alta patogenicidade 
(BROCK et al., 1991; PACZOSA; MECSAS, 2016). Em K. pneumoniae, esse sistema 
já foi mais frequente observado em isolados do trato respiratório e em cepas 
produtoras de B-lactamases, estando sua produção associada ao aumento do risco 
de infecção respiratória (BACHMAN et al., 2011). Hold e colaboradores (2015) 
observaram uma alta prevalência de yersiniabactina entre cepas hvKP/HMV. 
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Figura 6. Ilustração dos três fatores de virulência, Sideróforos, Cápsula e Fímbrias, nas cepas 
clássicas e hipervirulentas de Klebsiella pneumoniae. 
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Fonte: adaptado de PACZOSA; MECSAS, 2016. 


3.6 PRODUÇÃO DE BIOFILMES 


Biofilme é definido como formação de comunidade de bactérias aderidas sob 
uma matrix extracelular polimérica que permite a permanência da bactéria e um 
substrato, abiótico ou biótico (SOTO et al., 2017). 

A produção de biofilme em K. pneumoniae possui papel importante em sua 
patogênese, sobretudo na colonização do trato urinário (CLEGG; MURPHY, 2016) e 
depende da presença de um conjunto de fatores de virulência, conforme descrito 
anteriormente, para que cada etapa em sua produção seja bem sucedida. Cepas 
invasivas (hvKP), por exemplo, possuem maior habilidade na formação de biofilme 
quando comparada a cepas não invasivas (WU et al., 2011) e cepas com fenótipos 
HMV demonstraram, in vitro em tubo de ensaio, a capacidade de formar um biofilme 
flutuador, grosso o suficiente para suportar o peso do meio líquido após inverter o tubo 
(CUBERO et al., 2019) 

O estabelecimento do biofilme por bactérias patogênicas tem a capacidade de 
proteger a célula bacteriana dos mecanismos de defesa do hospedeiro e facilitar a 
comunicação intercelular bacteriana (LAVENDER et al., 2004), o que é determinante 


para sua sobrevivência no tecido e consequente estabelecimento da infecção (WU et 
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al., 2011). 
Ademais, a matrix do biofilme, composta por proteínas, polissacarídeos e DNA, 
previne a eficiência da difusão de antimicrobianos, acarretando uma diminuição 


significativa da exposição da bactéria ao fármaco (CLEGG; MURPHY, 2016). 


4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os fatores de virulência da Klebsiella pneumonie possuem papéis distintos na 
sobrevivência nos tecidos do hospedeiro. Diante das adversidades impostas pela 
heterogeneidade dos tecidos e mecanismos de defesa do corpo humano, a espécie 
adaptou mecanismos complexos e engenhosos a fim de contornar esses obstáculos, 
se desenvolver no ambiente e estabelecer um processo infeccioso. 

O grau de patogenicidade entre as cepas pode variar de acordo com seu grau 
de virulência e isso pode ser observado ao distinguir-se cepas clássicas das cepas 
hipervirulentas. Essas apresentam estratégias especiais para promover invasão 
tecidual e resistir aos ataques do sistema imunológico do seu hospedeiro. 

Tal adaptação na espécie torna-se questão importante para a saúde pública, 
uma vez que o quadro infeccioso pode se tornar grave devido ao aumento da 
virulência induzido pela presença dos diferentes fatores, aumentando os riscos de 
morbidade e mortalidade do paciente. É necessário a implementação de medidas para 
identificação, em tempo hábil, de cepas hipervirulentas, a fim de tratar os pacientes 


de forma eficiente e com caráter de urgência. 


5. AGRADECIMENTOS 


Agradecemos à Fundação de Amparo à Ciência e Tecnologia de Pernambuco 
— FACEPE e à Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior — 
CAPES por viabilizar nossos estudos, ao Laboratório de Biologia Celular e Molecular 
do Instituto Aggeu Magalhães —IAM FIOCRUZ/PE e ao Laboratório de Microscopia 
Eletrônica do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA/UFPE. Agradecemos 
também aos programas de Pós-Graduação de Medicina Tropical - MedTrop/UFPE, 
de Biologia Aplicada à Saúde - LIKA/UFPE e de Biociências e Biotecnologia em Saúde 
- IAM/FIOCRUZ. 


48 


REFERÊNCIAS 


BRASIL, Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Boletim 

Segurança do Paciente e Qualidade em Serviços de Saúde nº 17: Avaliação dos 
indicadores nacionais das infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) e 
resistência microbiana do ano de 2017. Brasília, (DF), 2017. Disponível em: 
https://www20.anvisa.gov.br/segurancadopaciente/index.php/publicacoes/category/boletins- 
estatisticos. Acesso em: 4 out. 2020. 


BRISSE S, GRIMONT F, GRIMONT P. The genus Klebsiella. In: The Prokaryotes A 
Handbook on the Biology of Bacteria, 3rd edition, eds Dworkin M, Falkow S, Rosenberg 
E, Schleifer K-H, Stackebrandt E (Springer, New York), 3rd Ed. Vol 6: Proteobacteria: 
Gamma Subclass. 2006. 


BROCK, J. H. et al. Relative availability of transferrin-bound iron and cell-derived iron to 
aerobactin-producing and enterochelin-producing strains of Escherichia coli and to other 
microorganisms. Infection and immunity, v. 59, n. 9, p. 3185-3190, 1991. 


CATALÁN-NÁJERA, J. C.; GARZA-RAMOS, U.: BARRIOS-CAMACHO, H. Hypervirulence 
and hypermucoviscosity: two different but complementary Klebsiella spp. phenotypes?. 
Virulence, v. 8, n. 7, p. 1111-1123, 2017. 


CHOI, Myeongjin et al. The diversity of lipopolysaccharide (O) and capsular polysaccharide 
(K) antigens of invasive Klebsiella pneumoniae in a multi-country collection. Frontiers in 
microbiology, v. 11, 2020. 


CLEGG, S.; MURPHY, C. N. Epidemiology and Virulence of Klebsiella pneumoniae. 
Microbiology spectrum, v. 4,n. 1, 2016. 


CUBERO, M. et al. Hypervirulent Klebsiella pneumoniae serotype K1 clinical isolates form 
robust biofilms at the air-liquid interface. PloS one, v. 14, n. 9, p. e0222628, 2019. 


FOLLADOR, R. et aí. The diversity of Klebsiella pneumoniae surface 

polysaccharides. Microbial genomics, v. 2, n. 8, 2016. FOLLADOR, Rainer et al. The 
diversity of Klebsiella pneumoniae surface polysaccharides. Microbial genomics, v. 2, n.8, 
2016. 


FLO, T. H. et al. Lipocalin 2 mediates an innate immune response to bacterial infection by 
sequestrating iron. Nature, v. 432, n. 7019, p. 917, 2004. 


GARNETT, J. A. et al. Structural insights into the biogenesis and biofilm formation by the 
Escherichia coli common pilus. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 
109, n. 10, p. 3950-3955, 2012. 


HAGIYA, H. et al. Clinical utility of string test as a screening method for hypermucoviscosity- 
phenotype K lebsiella pneumoniae. Acute medicine & surgery, v. 1, n. 4, p. 245-246, 2014. 


HANSEN, D. S. et al. Klebsiella pneumoniae lipopolysaccharide O typing: revision of 
prototype strains and O-group distribution among clinical isolates from different sources and 
countries. Journal of clinical microbiology, v. 37, n. 1, p. 56-62, 1999. 


HOLDEN, V. |.; BACHMAN, M. A. Diverging roles of bacterial siderophores during infection. 
Metallomics, v. 7, n. 6, p. 986-995, 2015. 


49 


HOLT, S. C. et al. Virulence factors of Porphyromonas gingivalis. Periodontology 2000, v. 
20, n. 1, p. 168-238, 1999. 


HOLT, K. E. et al. Genomic analysis of diversity, population structure, virulence, and 
antimicrobial resistance in Klebsiella pneumoniae, an urgent threat to public health. 
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 112, n. 27, p. E3574-E3581, 2015. 


JAGNOW, J.; CLEGG, S. Klebsiella pneumoniae MrkD-mediated biofilm 
formation on exiracellular matrix-and collagen-coated surfaces. Microbiology, v. 149, n.9, 
p. 2397-2405, 2008. 


KLEMM, P.; SCHEMBRI, M. A. Bacterial adhesins: function and structure. International 
journal of medical microbiology, v. 290, n. 1, p. 27-35, 2000. 


KONEMAN, E. et al. Diagnóstico microbiológico: texto e atlas colorido. In: Diagnóstico 
microbiológico: texto e atlas colorido. 2012. p. xxxv, 1565-xxxv, 1565. 


LANGSTRAAT, J.; BOHSE, M.; CLEGG, S. Type 3 fimbrial shaft (MrkA) of Klebsiella 
pneumoniae, but not the fimbrial adhesin (MrkD), facilitates biofilm formation. Infection and 
immunity, v. 69, n. 9, p. 5805-5812, 2001. 


LAWLOR, M. S.; OCONNOR, C.; MILLER, V. L. Yersiniabactin is a virulence factor for 
Klebsiella pneumoniae during pulmonary infection. Infection and immunity, v. /5,n.3, p. 
1463-1472, 2007. 


MARTIN, R. M.; BACHMAN, M. A. Colonization, infection, and the accessory genome of 
Klebsiella pneumoniae. Frontiers in cellular and infection microbiology, v. 8, p. 4, 2018. 


MERINO, S. et al. Mechanisms of Klebsiella pneumoniae resistance to complement- 
mediated killing. Infection and Immunity, v. 60, n. 6, p. 2529-2535, 1992. 


MIETHKE, M.; MARAHIEL, M. A. Siderophore-based iron acquisition and pathogen control. 
Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 71, n. 3, p. 413-451, 2007. 


MIZUTA, K. et al. Virulence for mice of Klebsiella strains belonging to the O1 group: 
relationship to their capsular (K) types. Infection and Immunity, v. 40, n. 1, p. 56-61, 1988. 


MORALES-LÓPEZ, S. et al. Enterobacteria in the 21st century: a review focused on 
taxonomic changes. The Journal of Infection in Developing Countries, v. 13, n. 04, p. 
265-2783, 2019. 


NAMIKAWA, H. et al. Two unusual cases of successful treatment of hypermucoviscous 
Klebsiella pneumoniae invasive syndrome. BMC infectious diseases, v. 16, n. 1, p. 680, 
2016. 


POMAKOVA, D. K. et al. Clinical and phenotypic differences between classic and 
hypervirulent Klebsiella pneumonia: an emerging and under-recognized pathogenic 
variant. European journal of clinical microbiology & infectious diseases, v. 31,n.6, p. 
981-989, 2012. 


RUSSO, T. A. et al. Aerobactin, but not yersiniabactin, salmochelin, or enterobactin, enables 
the growth/survival of hypervirulent (hypermucoviscous) Klebsiella pneumoniae ex vivo and 
in vivo. Infection and immunity, v. 83, n. 8, p. 3325-3333, 2015. 

SÁNCHEZ-LÓPEZ, J. et al. Hypermucoviscous Klebsiella pneumoniae: a challenge in 


50 


community acquired infection. IDCases, v. 17, p. e00547, 2019. 


SOTO, E. et al. Biofilm formation of hypermucoviscous and non-hypermucoviscous Klebsiella 
pneumoniae recovered from clinically affected African green monkey (Chlorocebus aethiops 
sabaeus). Microbial pathogenesis, v. 107, p. 198-201, 2017. 


SCHROLL, C. et aí. Role of type 1 and type 3 fimbriae in Klebsiella pneumoniae biofilm 
formation. BMC microbiology, v. 10, n. 1, p. 179, 2010. 


STRAUS, D. C.; ATKISSON, D. L.; GARNER, C. W. Importance of a lipopolysaccharide- 
containing extracellular toxic complex in infections produced by Klebsiella 
pneumoniae. Infection and immunity, v. 50,n.3, p. 787-795, 1985. 


STRAUS, D. C. Production of an extracellular toxic complex by various strains of Klebsiella 
pneumoniae. Infection and immunity, v. 55, n. 1, p. 44-48, 1987. 


STRUVE, C.; BOJER, M.; KROGFELT, K. A. Identification of a conserved chromosomal 
region encoding Klebsiella pneumoniae type 1 and type 3 fimbriae and assessment of the 
role of fimbriae in pathogenicity. Infection and immunity, v. 77, n. 11, p. 5016-5024, 2009. 


TAUR, Y.; PAMER, E. G. The intestinal microbiota and susceptibility to infection in 
immunocompromised patients. Current opinion in infectious diseases, v. 26, n. 4, p. 332, 
2018. 


TAYLOR, P. W. Bactericidal and bacteriolytic activity of serum against gram-negative 
bacteria. Microbiological reviews, v. 47, n. 1, p. 46, 1983. 


TRABULSI, L. R.; ALTERTHUM, F.. Microbiologia. 5º edição. Editora Atheneu, 2008. 


TRAUTMANN, M. et al. O-antigen seroepidemiology of Klebsiella clinical isolates and 
implications for immunoprophylaxis of Klebsiella infections. Clinical and diagnostic 
laboratory immunology, v. 4, n. 5, p. 550-555, 1997. 


WANDERSMAN, C.; DELEPELAIRE, P.. Bacterial iron sources: from siderophores to 
hemophores. Annu. Rev. Microbiol., v. 58, p. 611-647, 2004. 


WANG, H. et al. Nanomechanics measurements of live bacteria reveal a mechanism for 
bacterial cell protection: the polysaccharide capsule in Klebsiella is a responsive polymer 
hydrogel that adapts to osmotic stress. Soft Matter, v. 9, n. 31, p. 7560-7567, 2013. 


WHITFIELD, C. et al. Expression of two structurally distinct D-galactan O antigens in the 
lipopolysaccharide of Klebsiella pneumoniae serotype O1. Journal of bacteriology, v. 173, 
n. 4, p. 1420-1431, 1991. 


WU, M. et al. Isolation of genes involved in biofilm formation of a Klebsiella pneumoniae 
strain causing pyogenic liver abscess. PloS one, v. 6, n. 8, p. e23500, 2011. 


YAO, B. et al. Clinical and molecular characteristics of multi-clone carbapenem-resistant 


hypervirulent (hypermucoviscous) Klebsiella pneumoniae isolates in a tertiary hospital in 
Beijing, China. International Journal of Infectious Diseases, v. 37, p. 107-112, 2015. 


51 


CAPÍTULO 04 
MECANISMOS DE AÇÃO DOS ANTIBIÓTICOS 





Milena Tereza Torres do Couto 

Acadêmica de Farmácia pela Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: torresc.milena(O gmail.com 


Cláudio Henrique Rodrigues da Silva 

Mestrando em Ciências Farmacêuticas pela Universidade Federal de Pernambuco 
Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: claudio.hrsilvaufpe.br 


Francisco Henrique da Silva 

Acadêmico em Farmácia pela Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: fh96986778(GDgmail.com 


João Carlos de Oliveira Pinto 

Acadêmico em Farmácia pela Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, 
Brasil, Brasil 

E-mail: jooc1 064Dgmail.com 


Sivoneide Maria da Silva 

Doutoranda em Bioquímica e Fisiologia pela Universidade Federal de Pernambuco 
Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: sivoneide.mariaODufpe.br 


José Arion da Silva Moura 

Acadêmico em Farmácia pela Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: arion-tomazDoutlook.com 


Marques Leonel Rodrigues da Silva 

Acadêmico em Farmácia pela Universidade Federal de Pernambuco 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: marques.leonelDufpe.br 


Josias Pereira Cavalcante Júnior 


52 


Farmacêutico pela Universidade Federal de Pernambuco- UFPE 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - Departamento de Bioquímica 
Endereço: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitária, Recife - PE, Brasil. 
E-mail: jr.pharmaceutico(Ogmail.com 


RESUMO: Os mecanismos de resistência microbiana são adaptações que ocorrem 
no evento de uma alteração no código genético de uma bactéria, tornando-a capaz 
resistir quando em contato com agentes químicos de finalidades terapêuticas. Essa 
alteração pode ser de origem intrínseca, ocorrendo naturalmente, ou adquirida através 
de transmissão horizontal, sendo os genes de resistência adquiridos a partir de 
constituintes genéticos móveis como plasmídeos, transposons, integrons e outros 
genes provenientes de outras células bacterianas. O uso indiscriminado de fármacos 
antimicrobianos acelera o processo natural de resistência das bactérias contra esses 
medicamentos, favorecendo a seleção de patógenos resistentes no meio ambiente 
hospitalar. O padrão de sensibilidade e resistência das bactérias aos antimicrobianos 
é avaliado através de antibiogramas, sendo elucidada a concentração inibitória 
mínima para que haja efetividade do fármaco. Os principais mecanismos de ação dos 
antimicrobianos reportados na literatura são: desestabilização da parede celular, 
desestabilização da membrana celular, interrupção da síntese proteica, danificação 
ao dna e interrupção da via do ácido fólico e da produção de purinas. Assim, esse 
capítulo se propõe a esclarecer os principais fatores relacionados à resistência 
antimicrobiana e seus mecanismos. 


PALAVRAS-CHAVE:  aAntimicrobianos. Mecanismos de ação dos 
Antimicrobianos. Terapêutica. Uso racional de Antimicrobianos. 


ABSTRACT: Mechanisms of microbial resistance are adaptations that occur in the 
event of a mutation in the bacterial genetic code, providing the ability to resist when in 
contact with chemical agents for therapeutic purposes. The origin of this change can 
be intrinsic, occurring naturally, or acquired through horizontal transmission, with 
resistance genes being acquired from mobile genetic constituents such as plasmids, 
transposons, integrons and genes from other bacterial cells. The indiscriminate use of 
antimicrobial drugs accelerates the natural resistance of bacteria against these drugs, 
favoring the selection of resistant pathogens in the hospital environment. The patterns 
of sensitivity and resistance of bacteria to antimicrobials is assessed using 
antibiograms, which elucidate the minimum inhibitory concentration so that the drug is 
effective. The main mechanisms of action of antimicrobials reported in the literature 
are: destabilization of the cell wall, destabilization of the cell membrane, interruption of 
protein synthesis, damage to DNA and interruption of the folic acid pathway and purine 
production. Thus, this chapter aims to clarify the main factors related to antimicrobial 
resistance and its components. 


KEYWORDS: Antimicrobials. Mechanisms of action of Antimicrobials. Therapy. 
Rational use of Antimicrobials. 
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1. INTRODUÇÃO 
Os antimicrobianos são fármacos que revolucionaram o tratamento de doenças 


infecciosas causadas por bactérias e seu uso configura um dos motivos principais na 
redução das taxas de morbidade e mortalidade mundialmente, sendo crucial às 
cirurgias invasivas e tratamentos de infecções bacterianas. Entretanto, o uso 
indiscriminado e sem controle desses fármacos acelera o processo natural de 
resistência das bactérias contra os antimicrobianos, favorecendo a seleção de 
patógenos resistentes no meio ambiente e que podem aumentar a complexibilidade 
do tratamento de certas patologia (ORÚS et al., 2015; WALKER;FOWLER, 2011). 

A resistência bacteriana ocorre no evento de uma alteração no código genético 
de uma bactéria através da troca entre linhagens de espécies iguais ou diferentes, 
dessa forma se tornam capazes de adquirir adaptações no intuito de resistir quando 
em contato com agentes químicos. Ela pode ser classificada como natural ou 
intrínseca e adquirida. A natural advém do próprio processo de evolução da bactéria 
como resultado inerente das características estruturais ou funcionais do antibiótico, já 
a adquirida ocorre por transmissão horizontal, na qual os genes de resistência são 
adquiridos a partir de constituintes genéticos móveis. Alguns desses componentes 
são: plasmídeos, transposons, integrons e outros genes provenientes de outras 
células bacterianas (GUIMARÃES et al., 2015). 


2. INFECÇÕES RELACIONADAS À ASSISTÊNCIA À SAÚDE 

As Infecções Hospitalares (IH) são consideradas um problema relevante de 
saúde pública, uma vez que podem aumentar as taxas de morbidade e mortalidade. 
Além disso, podem aumentar o tempo de internação dos pacientes e, 
consequentemente, elevar os custos de procedimentos para fins diagnósticos e 
terapêuticos (MENEGUETI et al., 2015; PERNA et al., 2015). A IH é caracterizada 
como toda infecção adquirida após a entrada do paciente no ambiente hospitalar que 
se manifesta durante o período de internação ou mesmo quando o paciente já foi 
liberado (LIMA et al., 2015). 

Ultimamente, em substituição do termo “Infecções Hospitalares”, tem sido mais 
utilizada a expressão “Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde” (IRAS). 
Entretanto, para fins de estudos relacionados ao ambiente hospitalar, o IH ainda é 
empregado (MENEZES et al., 2016). As IRAS abrangem tanto as infecções adquiridas 


em unidades hospitalares e ambulatoriais quanto em espaços domiciliares. Com o 
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passar do tempo, foram sendo consideradas um dos problemas de saúde mais 
recorrente mundialmente (WHO, 2016; ANVISA, 2017). 

Na maioria dos casos, as IRAS são relacionadas à frequente realização de 
procedimentos invasivos nos pacientes como, por exemplo, a inserção de cateteres, 
sondas, entre outros. Os longos período de internação torna o paciente mais 
vulnerável a infecções, especialmente, por causa do uso inadequado de 
antimicrobianos no ambiente hospitalar, o que contribui para o desenvolvimento e 
disseminação de microrganismos multirresistentes (GOMES; MORAIS, 2018). 

Dente os setores hospitalares, as Unidades de Terapia Intensiva (UTI) se 
destacam na incidência de pacientes que contraem IRAS, apresentando o maior 
percentual de surtos epidêmicos (OLIVEIRA et al., 2017). Esses setores são 
destinados aos pacientes em condições graves, que necessitam de monitoramento 
contínuo de suas funções vitais básicas. No entanto, são considerados setores 
críticos, tanto pela instabilidade funcional dos pacientes quanto pelo risco elevado 
destes adquirem infecções que, em muitos casos, fazem uso de imunossupressores 
(PEREIRA et al. 2016; SOUSA; OLIVEIRA; MOURA, 2016). 

Quanto às instituições de saúde brasileiras, os estudos epidemiológicos mostram 
um aumento crescente de infecções adquiridas, bem como do custo de tratamento 
dos pacientes infectados. As unidades públicas de saúde são as mais preocupantes, 
exibindo as maiores taxas de prevalência de IRAS (SOUZA; OLIVEIRA; MOURA, 
2016; VÉLOSO: CAMPELO, 2017). Apesar dos avanços em relação ao controle de 
infecções, na prática cotidiana, várias dificuldades são presenciadas. Muitas unidades 
hospitalares apresentam uma infraestrutura precária e atendem milhares de pacientes 
fragilizados, os quais são mais susceptíveis às infecções. Além disso, os profissionais 
dentro das instituições resistem às mudanças de hábitos, o que dificulta o controle de 
IRAS (BUENOS; PIO; CHIRELLI, 2019; ALMEIDA et a/., 2019). Giroti et a!. (2018) ao 
analisarem a estrutura e o processo dos Programas de Controle de Infecção 
Hospitalar (PCIH), observaram a necessidade de as instituições de saúde 
acompanharem continuamente a efetividade desses programas e fazer os reajustes 
necessários, uma vez que são essenciais para a segurança dos pacientes. Conforme 
orienta a Agência Nacional de Vigilância da Saúde - ANVISA (2017), é fundamental o 
diálogo entre as equipes para gerar medidas de controle efetivas e estimular os 
profissionais de saúde na mudança de hábitos. 
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3. RESISTÊNCIA BACTERIANA 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos é considerada, atualmente, um 
problema grave de saúde pública em todo o mundo. Naturalmente, os microrganismos 
necessitam desenvolver estratégias de sobrevivência em ambientes desfavoráveis 
para sua permanência e propagação. A resistência aos antimicrobianos é relatada 
desde o início da comercialização desses fármacos pela humanidade, apesar da 
frequência menor. No entanto, a partir da utilização e distribuição de antimicrobianos 
mundialmente foi observado um crescimento significativo de resistência aos 
antimicrobianos (ALÓS, 2015). 

A resistência bacteriana pode ocorrer espontaneamente por mutações pontuais, 
deleções ou inserções no material genético devido à exposição da bactéria a 
diferentes condições como radiações ultravioleta, substâncias mutagênicas, entre 
outros. Mas também pode ser transmitida de uma bactéria multi-droga resistente (MDR) 
para outras sensíveis através de elementos genéticos móveis configurando, assim, 
uma resistência adquirida (ABDALLAH; BALSHI, 2018). Dentre as características que 
favorecem a distribuição mundial desses microrganismos, destaca-se a capacidade 
de transferência horizontal de genes (THG), que possibilita a recombinação de 
caracteres positivos, bem como permite a adaptação por um longo período de tempo 
(CROUCHER et al., 2016). 

Os antimicrobianos são a principal fonte de mudanças nos mais diversos 
ambientes e influenciam uma diversidade de processos incluindo o aumento de THG 
como a conjugação, transdução e recombinação (Figura 1) O crescimento da 
resistência aos antimicrobianos é frequentemente associado à alta capacidade 
adaptativa e evolutiva de microrganismos, sendo as bactérias mais susceptíveis às 
mudanças e aquisição de genes (ROJAS; ULATE, 2016; VON WINTERSDORFF et 
al., 2016). 

A diversidade de genes de resistência identificados em bactérias patogênicas é 
apontada como uma das causas principais do aumento crescente da resistência aos 
antimicrobianos. Entretanto, a prevalência da resistência bacteriana tanto a nível 
regional como em escala global é atribuída, em grande parte, aos mecanismos de 
disseminação de bactérias virulentas que são capazes de colonizar e se estabelecer 
em ambientes variados. Além disso, a pressão de seleção direta ou indireta pelo uso 
inadequado desses medicamentos, é outro fator a ser considerado (ROJAS; 
ULATE, 2016). 
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De modo geral, a produção de enzimas decorrentes de genes plasmidiais ou 
cromossômicos que inativam antimicrobianos, constitui o principal mecanismo de 
resistência bacteriano. No entanto, outros mecanismos de resistência como uma 
membrana externa de baixa permeabilidade, que limita a ultrapassagem de 
antimicrobianos; bombas de efluxo, que jogam a droga para o meio extracelular; e 
modificações em proteínas alvo do antimicrobiano, também representam mecanismos 
de defesa desses seres vivos. As bactérias Gram-negativas, por exemplo, causam 
maior preocupação uma vez que podem apresentar mecanismos naturais de 
resistência, além da capacidade de aquisição de novos genes (BLAIR et al., 2014; 
NOGUEIRA et a/., 2016; NODARI; BARTH, 2016). 


4. ESTRUTURAÇÃO DA RESISTÊNCIA BACTERIANA 

Transposons são elementos móveis de DNA que se movimentam dentro do 
genoma bacteriano, independente da homologia entre a região de origem e o local de 
inserção. Eles promovem o intercâmbio de material genético e, consequentemente, 
recombinação no DNA. Já os integrons são pequenos sistemas genéticos modulares 
móveis capazes de capturar, integrar e mobilizar elementos móveis denominados 
cassetes, podendo codificar genes de resistência aos antimicrobianos contidos ou 
genes de função desconhecidas (ALEKSHUN; LEVY, 2007; PADILLA; COSTA, 2015). 

Plasmídeos são moléculas de DNA dupla fita circulares, capazes de se duplicar 
independente do DNA cromossômico. Eles codificam genes que não são essenciais 
para a sobrevivência da bactéria, mas que lhes confere vantagens, como genes de 
resistência a antimicrobianos. Essas moléculas podem ser transferidas entre bactérias 
na conjugação, transferência de material genético através da formação de fímbrias 
sexuais e contato direto célula-célula (FIGURA 1). 

A descoberta dos antimicrobianos foi um marco na história da medicina e 
representou uma das intervenções terapêuticas mais importantes para o controle de 
doenças patogênicas. Entretanto, nas últimas décadas, a obtenção de novos 
princípios ativos eficazes e capazes de atingir alvos bacterianos distintos foi sendo 
significativamente reduzida, de modo que novas abordagens terapêuticas são 
imprescindíveis para minimizar os prejuízos gerados à saúde humana (NOGUEIRA et 
al., 2016; SANTOS et al., 2018). 

A resistência bacteriana tem limitado cada vez mais a disponibilidade das opções 


de tratamento. Atualmente, os antimicrobianos rotineiramente utilizados na prática 
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clínica como, por exemplo, os betalactâmicos e aminoglicosídeos, já não apresentam 
a mesma efetividade sobre muitos patógenos, incluindo os da família 
Enterobacteriaceae (NODARI; BARTH, 2016; MARTINS et al., 2018). 


Figura 1: Mecanismos de transferência horizontal de genes. A: A conjugação é um processo no qual 
o DNA é transferido da célula doadora para a célula receptora via pili da superfície celular. B: A 
transformação é a absorção, integração e expressão funcional de fragmentos nus de DNA 
extracelular. C: Na transdução, bacteriófagos podem transferir DNA bacteriano de uma célula 
doadora previamente infectada para uma célula receptora. D: Agentes de transferência de genes são 
partículas do tipo bacteriófago que carregam pedaços aleatórios do genoma da célula produtora. 
Adaptado de Von Wintersdorff et al., 2016. 
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Fonte: Os autores. 
Atualmente o padrão de sensibilidade e resistência das bactérias aos 
antimicrobianos é avaliado através do teste de difusão em disco ou antibiogramas 


(FIGURA 02) (MARTINO, 2015). Sendo o resultado fornecido considerado qualitativo 


pois determina se o organismo é sensível, intermediário ou resistente à ação do 
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medicamento, sendo o mais empregado na rotina laboratorial devido a sua fácil e 
rápida obtenção de resultados (OPLUSTIL et al., 2000). 


Figura 2: Antibiograma. 
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Fonte: Autor. 


Para verificar de forma quantitativa a sensibilidade aos antimicrobianos, 
emprega-se e determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração 
Mínima Bactericida (CMB) obtidos em estudos in vitro. A CIM é a menor concentração 
do antimicrobiano capaz de inibir visivelmente o crescimento bacteriano. Já a CMB é 
determinada considerando a menor concentração do antimicrobiano capaz de impedir 
o crescimento bacteriano visível (ANDREWS, 2001). Há também dados como a 
Concentração Mínima Inibitória em Biofilme (CMIB) e Concentração Mínima de 
Erradicação de Bioflmes (CMEB) que contribuem para a seleção de agentes 
antimicrobianos em infecções com envolvimento de biofilmes (HENGZHUANG et 
al., 2011). 

As metodologias utilizadas para realizar cada um destes testes devem estar de 
acordo com as normas do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) ou de 
outros comitês como o europeu (EUCAST - European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing) e no Brasil o BrCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing, baseado no EUCAST) que vem implementando normas a 
serem empregadas nos laboratórios clínicos de acordo com a sua realidade (MEZEI, 
2017).0 impacto da resistência bacteriana é visto nos sistemas de saúde que têm 
enfrentado muitos desafios no controle de infecções hospitalares por causa da 
emergência de novos patógenos e a decorrência de infecções em pacientes 
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imunodeprimidos, nos quais as drogas antimicrobianas tornaram-se menos efetivas 
(SANTOS, 2004). Portanto, a única forma de lidar com essa situação é retardar o 
surgimento e a subsequente disseminação de bactérias ou genes resistentes. 


5. MECANISMOS DE RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA 

As infecções multirresistentes tendem a ser causadas por diversos fatores, 
entre eles, e principalmente, pela prescrição precoce de antimicrobiano e pelo seu 
consumo de forma indiscriminada. Muitas vezes a escolha do medicamento é feita 
com base em dados epidemiológicos e não no diagnóstico laboratorial, levando ao 
favorecimento do processo de resistência microbiana (KADOSAKI et al., 2012). No 
tratamento de uma infecção a escolha, dosagem, via de administração e tempo de 
tratamento do antimicrobiano influenciam diretamente na eficiência terapêutica. Por 
isso a seleção do medicamento deve considerar sempre o local de ação, a flora 
bacteriana residente, a imunidade do paciente, os prováveis agentes etiológicos, perfil 
de sensibilidade, resistência dos microrganismos aos agentes antimicrobianos e seu 
custo (BISSON, 2003). 

A resistência está relacionada não exclusivamente, mas essencialmente a dois 
fatores: a quantidade de antibiótico prescrito e à disseminação de microrganismos e 
genes codificadores da resistência. (COLLIGNON, 2015). Devido às capacidades 
bioquímicas dos microrganismos que possuem resistência intrínseca ou genes de 
resistência, eles apresentam maior adaptação e tolerância à pressão seletiva que os 
antibióticos impõem ao meio, favorecendo seu desenvolvimento por reduzir a 
competição por espaço e nutrientes no meio com as células que não possuem 
mecanismos de resistência. Ocorrendo assim a seleção de organismos menos 
suscetíveis ou resistentes aos agentes antimicrobianos dentro de uma comunidade 
microbiana (KUMAR; VARELA, 2013). 

O cientista dinamarquês Hans Christian Gram descobriu e descreveu o 
comportamento das bactérias diante de diferentes colorações quando tratadas com 
corante, desenvolvendo-se assim um método que diferencia dois tipos de bactérias 
com base nas suas diferenças estruturais nas paredes celulares. Bactérias que 
continham uma espessa camada de peptidoglicano conseguiam reter corante cristal 
violeta. Já quanto às bactérias Gram (-) o corante era removido ao ser lavado com 
álcool ou acetona em razão da composição relativamente simples de 


lipopolissacarídeos e à presença de uma membrana dupla, sendo a externa 
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seletivamente permeável, o que impede certos medicamentos de penetrarem nas 
células. Embora seja conhecida a existência de bactérias Gram-indeterminadas, como 
a Chlamydia trachomatis, esse critério de diferenciação distingue duas classes de 
bactérias e a eficácia geral dos antibióticos. 

Essa primeira linha de defesa das bactérias Gram (-) as torna mais resistente 
aos antibióticos que bactérias Gram (+), mas ainda assim estão igualmente sujeitas 


ao desenvolvimento de mecanismos de resistência (Figura 03) (SHERPA et al., 2015). 


Figura 3: Representação dos mecanismos de resistência em bactérias Gram (-) e Gram (+). 
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6. MECANISMOS DA AÇÃO DOS ANTIMICROBIANOS 

O processo de penetração dos antimicrobianos para o interior da célula 
bacteriana pode se dar por difusão simples através da bicamada fosfolipídica da 
membrana plasmática, por difusão facilitada por proteínas de canal chamadas de 
porinas e pelo processo de self promoted uptake (BAPTISTA, 2013). Os 
antimicrobianos podem agir de cinco formas, representadas na Figura 5, para inibir 


o crescimento bacteriano e/ou causar a morte bacteriana que são: 
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Figura 5. Ação dos antimicrobianos. 
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6.1 DESESTABILIZAÇÃO DA PAREDE CELULAR 

A parede celular bacteriana é constituída por peptidioglicanos, e possui um 
importante papel na proteção e na manutenção da membrana plasmática, onde 
protege o interior da célula bacteriana de injúrias e agressões externas (FRANCO et 
al., 2015). Compreendem os medicamentos que atuam por desestabilização dos 
processos homeostáticos da parede celular os antimicrobianos das classes 
Penicilinas, Cefalosporinas, Carbapenêmicos, Monobactâmicos e Glicopeptídeos 
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2010). 

6.2 DESESTABILIZAÇÃO DA MEMBRANA CELULAR 

A membrana celular é constituída de lipopolissacarídeos e compreende uma 
série de processos para o desempenho correto de sua funções, onde os 
antimicrobianos desestabilizadores de membrana atuam através de interações 
eletrostáticas entre um polipeptídico catiônico, as polimixinas, e um aniônico, 
membrana lipopolissacarídeo, deslocando da membrana os íons magnésio (Mg+2) e 
cálcio (Ca+2), responsáveis por manterem estável a membrana celular bacteriana 
(FABRIN; VIZZOTTO, 2019). Essa instabilidade permite o aumento da permeabilidade 


e o extravassavemento do conteúdo interno celular, o que resulta em morte celular 
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(GAI et al., 2019). Agentes que atuam diretamente sobre a membrana celular do 
microrganismo são as Polimixinas e a Daptomicina (BRUNTON; LAZO; 
PARKER, 2010). 

6.3 INTERRUPÇÃO DA SÍNTESE PROTEICA 

A síntese proteica microbiana compreende um dos processos mais importantes 
para os microrganismos, onde alterações específicas nos processos sintetizadores 
podem acarretar perda de funções significativas para a viabilidade celular 
(CASTANHEIRA et al., 2013). Os inibidores da síntese de proteínas atuam 
promovendo a perturbação de vários estágios da síntese proteica, como os de 
iniciação e alongamento, onde diferentes antimicrobianos interferem na biossíntese 
de proteínas, ligando-se ao ribossomo ou inibindo as proteínas citoplasmáticas que 
participam do processo de tradução (MARIA; JÚNIOR, 2019). Agentes que afetam a 
síntese protéica, ao afetar a função das subunidades ribossômicas 308 
(Aminoglicosideos, Tetraciclinas), 50S (Macrolídeos, Cloranfenicol) ou que inibe a 
síntese protéica através de sua ligação ao local P da subunidades 50S do ribossomo 
impedindo a formação do maior complexo fMet-tRNA ribossômico, que dá inicio a 
síntese de proteínas (Linezolida) são os principais representantes de antimicrobianos 
com esse mecanismo de ação (VELÔSO; CAMPELO; SÁ, 2017). 

6.4 DANIFICAÇÃO AO DNA 

O DNA compreende a estrutura mais importânte para qualquer organismo, não 
sendo as bactérias a excessão. Alterações a nível de DNA inviabilizam processos 
replicativos e interferem no metabolismo dos nucletídeos microbianos. 
Antimicrobianos que atuam por meio do bloqueio do DNA polimerase interferem 
diretamente na transcrição do DNA microbiano e tem ação sobre os genes da célula 
bacteriana, levando ao processo de morte celular (MARIA: JÚNIOR, 2019). São 
representantes dos medicamentos que atuam na danificação do DNA os agentes que 
inibem as topoisomerases (Quinolonas) e agentes que afetam o metabolismo 
bacteriano dos ácidos nucléicos (Rifampicinas) (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 
2010). 

6.5 INTERRUPÇÃO DA VIA DO ÁCIDO FÓLICO E DA PRODUÇÃO DE 
PURINAS 

O tetrahidrofolato (THF) é um composto derivado do ácido fólico, onde sua 
síntese ocorre a partir de da enzima dihidrofolato redutase, através da redução do 
(GOMES, 2019). Tetrahidrofolato é importante tanto para as células animais como 
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í 


para as bacterianas, pois é um cofator enzimático que fornece uma unidade de 
carbono para a síntese de bases de ácido nucleico de pirimidina, necessárias para a 
síntese de DNA (FERNANDES, 2017). Agentes que inibem a síntese do 
Tetrahidrofolato necessária para a síntese dos ácidos nucléicos, por mecanismo 
competitivo, são as Sulfonamidas e o Trimetoprim (VELÔSO; CAMPELO; SÁ, 2017). 


7. CONCLUSÃO 

Através do entendimento dos mecanismos pelo qual ocorrem a resistência 
microbiana, torna-se possível o estabelecimento de novas alternativas terapêuticas 
que atuem de maneiras pelas quais os microrganismos não possam burlar ou 
apresentar resistência. Assim, este capítulo contribuiu com a elucidação acerca dos 


processos relacionados com a resistência microbiana, ainda que de forma pontual. 
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RESUMO: O uso de antimicrobianos possibilitou uma redução das taxas de 
morbidade e mortalidade proporcionando um sucesso terapêutico. A descoberta dos 
antibióticos revolucionou o tratamento de infecções bacterianas, entretanto no mesmo 
período já começou a ser observado o surgimento de bactérias resistentes. O uso 
inadequado de antimicrobianos favoreceu o surgimento de bactérias resistentes, 
dificuldades na terapia antimicrobiana representam um problema de saúde pública 
mundial. A resistência bacteriana pode ser intrínseca ou adquirida. Os mecanismos 
de resistência bacteriana são diversos, aqui serão abordados os seguintes: enzimas 
capazes de inativar antimicrobianos, alteração do sítio de ação do antimicrobiano, 
redução da permeabilidade aos fármacos e bombas de efluxo. O estudo dos 
mecanismos de resistência bacteriana auxilia na compreensão da problemática da 
resistência bacteriana, possibilitando a busca pelo desenvolvimento de novas formas 
terapêuticas. Assim, o objetivo deste capítulo é explanar os principais mecanismos 
moleculares de resistência bacteriana. 


PALAVRAS-CHAVE: Bactéria. Resistência. Antimicrobiano. 


ABSTRACT: The use of antimicrobials allowed a reduction in the rates of morbidity 
and mortality, providing therapeutic success. The discovery of antibiotics 
revolutionized the treatment of resistant bacteria, although it is not the same period 
that the emergence of resistant bacteria has begun to be observed. The inappropriate 
use of antimicrobials favored the emergence of resistant bacteria, difficulties in 
antimicrobial therapy represent a worldwide public health problem. Bacterial resistance 
can be intrinsic or acquired. The mechanisms of bacterial resistance are diverse, here 
the following will be addressed: enzymes capable of inactivating antimicrobials, 
alteration of the antimicrobial action site, reduced drug permeability, and efflux pumps. 
The study of bacterial resistance mechanisms helps to understand the problem of 
bacterial resistance, enabling the search for the development of new therapeutic forms. 
Thus, the purpose of this chapter is to explain the main molecular mechanisms of 
bacterial resistance. 


KEYWORDS: Bacteria. Resistance. Antimicrobials. 
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1. INTRODUÇÃO 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos é um problema mundial que traz 
muitos prejuízos para saúde pública, já que dificuldades de tratamento que culmina 
muitas vezes no óbito dos pacientes (HABBOUSH; GUZMAN, 2020). Os patógenos 
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Eneterobacter) são a principal 
causa de infecção no ambiente hospitalar em todo o mundo (SANTAJIT; 
INDRAWATTANA, 2016). A organização mundial da saúde listou os microrganismos 
ESKAPE como críticos diante damultidroga-resistência apresentada por eles, um dos 
maiores desafios da prática clínica, esses patógenos apresentam diferentes 
mecanismos de resistênciao que diminui as opções de escolha terapêutica, sendo 
necessário realizar 
adaptações no tratamento convencional, principalmente quando apresentam 
resistência aos carbapenêmicos (TACCONELLI et al., 2017). 

As bactérias podem apresentar uma resistência natural, inata ou intrínseca 
quando a bactéria apresenta sem a necessidade de mutações ou aquisições de 
genes, esse tipo de resistência é compartilhada universalmente dentro de uma 
espécie bacteriana e independe da exposição prévia a antibióticos e não está 
relacionada à transferência horizontal de genes (COX; WRIGHT, 2013; REYGAERT, 
2018). Além disso, as bactérias podem também apresentar uma resistência adquirida 
através de mutações genéticas ou devido à aquisição de genes (REYGAERT, 2018). 

Os mecanismos bacterianos mais comuns envolvidos na resistência intrínseca são 
a diminuição da permeabilidade da membrana externa (mais especificamente na 
camada de lipopolissacarídeo, LPS, em bactérias Gram-negativas) e a atividade 
normal das bombas de efluxo (REYGAERT, 2018). Um exemplo da resistência 
intrínseca seria no caso de bactérias que não possuem parede celular, portanto as 
penicilinas não terão efeito já que atuam interferindo na síntese da parede celular 
bacteriana (HABBOUSH; GUZMAN, 2020). Outro exemplo é o que acontece com as 
bactérias (GGram-negativas, alguns antibióticos não conseguem atravessar a 
membrana externa presente nessas bactérias e atingir o sítio de ação, dessa forma, 
embora apresente eficácia frente bactérias Gram-positivas, diante das bactérias 
Gram-negativas não conseguem atuar (COX; WRIGTH, 2013). 
A aquisição de material genético que confere resistência ocorre através das maneiras 


como as bactérias adquirem qualquer material genético: transformação, transdução e 
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conjugação, além disso, a bactéria pode sofrer mutações no DNA cromossômico. A 
aquisição pode ser temporária ou permanente. A transferência de genes de 
resistência através de elementos genéticos móveis, como os plasmídeos é uma das 
formas mais comum para aquisição de material genético (REYGAERT, 2018). As 
mutações que resultam em resistência antimicrobiana alteram a ação do antibiótico 
como, por exemplo, por modificar o sítio de ação do antimicrobiano ou expulsar 
quantidades de antimicrobianos na célula (MUNITA; ARIAS, 2016). 


2. MECANISMOS DE RESISTÊNCIA 

A figura 1. ilustra os principais mecanismos de resistência. A bactéria pode 
inativar antimicrobianos através da produção de enzimas inativadoras, esse é um dos 
mecanismos de resistência mais comuns. A modificação do local de ação de um 
antimicrobiano. A redução da permeabilidade ao antimicrobiano ou o efluxo de 


antimicrobianos para o meio externo. 


Figura 1. Diferentes mecanismos de resistência em bactérias Gram-negativas, o antibiótico A seria 

um exemplo de um beta-lactâmico que se liga à PBP; já o B atravessa a membrana externa, mas é 

lançado para fora da célula através da bomba de efluxo; por outro lado o antibiótico C não consegue 
atravessar a membrana externa e atingir o alvo, devido a uma diminuição da permeabilidade. 
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Fonte: Adaptado de BLAIR et al., 2015 


2.1 INATIVAÇÃO DO ANTIMICROBIANO POR ENZIMAS 
As bactérias podem atuar modificando ou destruindo os antimicrobianos 


(BLAIR et al., 2015). Em 1940, Abraham e Chain descreveram a primeira B-lactamase, 
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uma enzima em bactéria Gram-negativa capaz de hidrolisar a penicilina. 
Posteriormente, foi detectada uma penicilinase em S. aureus (BUSH, 2018). Desde 
então, tem se descoberto muitas enzimas capazes de hidrolisar antimicrobianos de 
diferentes classes como os P-lactâmicos, aminoglicosídeos e macrolídeos impedindo 
a ação do antimicrobiano (BLAIR et al., 2015). 

Vários esquemas de classificação foram propostos para agrupar estas enzimas 
de acordo com suas características bioquímicas e pela análise de suas estruturas 
moleculares. As B-lactamases foram divididas de acordo com suas estruturas 
primárias em quatro classes (A até D). 

De acordo com as diferenças em seus mecanismos catalíticos, as diferentes 
classes podem ser classificadas dentro de dois grupos: serina-B-lactamases (classes 
A, Ce D) e metalo-B-lactamases (classe B) (BUSH, JACOBY, 2009; LIVERMORE, 
2012). 

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL) são B-lactamases com uma 
capacidade de hidrolisar maior número de B-lactâmicos, codificadas por genes que 
conferem resistência à cefalosporinas de amplo espectro. Já as carbapenemases são 
B-lactamases que medeiam resistência aos carbapenêmicos (POIREL et al., 2018). 
As PB-lactamases são codificadas por genes geralmente denominados de bla seguido 
pelo nome da enzima específica, por exemplo, blaxpc é uma B-lactamases do tipo KPC 
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase), os genes que codificam as B-lactamases 
podem ser encontrados nos cromossomos ou em plasmídeos (MUNITA, ARIAS, 
2016). A resistência mediada por B-lactamases entre as bactérias Gram-positivas está 
relacionada ao gene bla, codificador de penicilinase (BUSH, 2018). Já em bactérias 


Gram-negativas a produção de B-lactamases é um dos mecanismos de resistência 
mais frequente entre as diferentes espécies e de bastante importância devido o 
impacto na eficácia da terapia antimicrobiana (SUBRAMANIAN et al., 2015; 
BUSH, 2018). 

As ESBLs do tipo blasHv, blareme blacrx-m se destacam em bactérias Gram- 
negativas, mais especificamente na espécie K. pneumoniae, muitos estudos no Brasil 
relatam a detecção dessas enzimas associada a alta resistência as cefalosporinas 
como cefotaxima e ceftazidima (CABRAL et al., 2012;VERAS etal., 2015; SCAVUZZI 
et al., 2016). Já a produção de carbapenemase é um dos principais mecanismos de 
resistência aos carbapenêmicos (YE et al., 2018). 

Para a família Enterobacteriaceae, a KPC, uma carbapenemase de classe A, 
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tem sido destacada. As enzimas do tipo KPC podem hidrolisar quase todos os P- 
lactâmicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas e carbapenêmicos (BLAIR et al., 
2015; YE et al. 2018). Em diversas regiões do Brasil e em diferentes espécies 
bacterianas tem sido detectada a KPC, indicando que ocorre uma disseminação desse 
mecanismo de resistência (CABRAL et al., 2015; VERAS et al., 2015; DE CAMPOS 
etal., 2016; FLORES et al., 2016). 


Figura 2. Resistência bacteriana mediada por enzima inativadora. Em a uma bactéria susceptível, 
onde o antimicrobiano alcança o alvo e atua de forma eficaz na bactéria. Em b uma bactéria adquiriu 
genes e se tornou produtora de uma B-lactamase que impede que o antimicrobiano atinja o alvo. Por 

último, em c a bactéria produz uma enzima que modifica a estrutura do antibiótico (por exemplo, 
enzimas modificadoras de aminoglicosídeos), semelhante ao ocorrido em b, o antimicrobiano não se 
liga ao sítio alvo, ficando impossibilitado de agir. 
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Fonte: BLAIR et a/., 2015 


2.2 MODIFICAÇÃO DO SÍTIO ALVO 

A maioria dos antimicrobianos liga-se de forma específica ao sítio de ação na 
célula bacteriana e impede o funcionamento normal do alvo. Uma das formas da 
bactéria resistir ao antimicrobiano ocorre por modificações no sítio de ação que podem 
impedir a ligação do antimicrobiano sem interferir no desempenho de sua função 
normal (BUSH, 2018). 


Os exemplos desse tipo de resistência incluem mutações na RNA polimerase 
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e DNA girase, resultando em resistência às rifamicinas e quinolonas, 
respectivamente. Em outros casos, a aquisição de resistência pode envolver a 
transferência de genes de resistência de outros organismos por alguma forma de troca 
genética (conjugação, transdução ou transformação). Exemplos desses mecanismos 
incluem a aquisição dos genes mecA que codificam a resistência à meticilina em S. 
aureus e os vários genes vanem enterococos que codificam resistência a 
glicopeptídeos, como a vancomicina (LAMBERT, 2005). 

O fenótipo de resistência a meticilina em S. aureus conhecido como MRSA 
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e também aos outros antibióticos P- 
lactâmicos está relacionado ao gene mecA que codifica a proteína fixadora de 
penicilina 2a (PBP2a, também conhecida como PBP2 9 (LAMBERT, 2005). Essa PBP 
modificada pode dar continuidade ao processo de síntese da parede celular, já que as 
PBPs foram inibidas pela ação dos antimicrobianos (FISHOVITZ et al., 2014). O 
surgimento e aumento da resistência aos B-lactâmicos mediada pelo gene mecA em 
estafilococos tem sido uma das maiores preocupações das comunidades científicas e 
médicas em todo o mundo (ROLO et al., 2017). 

Em bactérias Gram-positivas a resistência à vancomicina é devida à presença 
de operons como VanA e VanB que codificam enzimas para a síntese de precursores 
de peptideoglicano de baixa afinidade é produzido D-Ala-D-lactato ao invés do D-Ala- 
D-Ala em que o resíduo D- Ala C-terminal é substituído por D- lactato, modificando 
assim o alvo de ligação à vancomina (COURVALIN, 2006).0s S. aureus com 
resistência à  vancomicina são denominados S.  aureusresistente a 
vancomicina (VRSA) - foram relatados pela primeira vez nos EUA em 2002, conferida 
pelo gene vanApresente em plasmídeo (MCGUINNESS et al., 2017). 

Outro mecanismo de resistência relacionado com a modificação do alvo é a 
metilação do 16S do RNA ribossomal (RNAr) (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). A 
família de genes eritromicina ribossomo metilase (erm) metilam o RNAr 168 e alteram 
o local de ligação da droga, evitando assim a ligação de macrolídeos, lincosaminas 
(BLAIR et al., 2015). A ligação de aminoglicosídeos também são impedidas devido a 
presença das metiltransferases 16S rRNA (16S-RMTase) codificadas, por exemplo, 
pelo gene armA frequentemente encontrados acompanhados pelo rmtB, e é 
amplamente distribuído em Enterobacteriaceae, mais frequentemente em K. 


pneumoniaee A. baumannii (DOI et al., 2016). 
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Figura 3. Mecanismo de resistência devido alteração do sítio de ação. Em a uma bactéria 
susceptível, onde o antimicrobiano alcança o alvo e atua de forma eficaz na bactéria. Em b, ocorreu 
uma recombinação, resulta em uma afinidade reduzida para o antimicrobiano, tendo o efeito reduzido 
ou insignificante (por exemplo, nas bactérias produtoras de PBPs alteradas). Em c, ocorre uma 
proteção do alvo, sendo alterado por uma adição de um grupo químico, mantendo sua função, mas 
impedindo que o antimicrobiano se ligue ao alvo. 
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Fonte: BLAIR et al., 2015. 


2.3 REDUÇÃO DA PERMEABILIDADE 

As alterações de porinas podem ocorrer de três formas: uma alteração no tipo 
de porina expressa, uma mudança na expressão de porinas e um prejuízo na função 
da porina (MUNITA; ARIAS, 2016). As bactérias Gram-negativas são intrinsecamente 
mais impermeáveis a muitos antibióticos por possuírem uma membrana externa 
(BLAIR et al., 2015). 

Os antibióticos como meropenem e imipenem atravessam essa membrana 
externa por meio de porinas, como por exemplo, OmpF e OmpC em E.colie a redução 
na expressão dessas porinas favorece a resistência bacteriana (CHETRI et al., 2019). 
Um exemplo de resistência mediada por porina refere-se a isolados clínicos de K. 
pneumoniae recuperados antes e após a terapia antimicrobiana, houve uma alteração 
no tamanho da porina estando relacionada a redução da suscetibilidade a diferentes 
antimicrobianos B-lactâmicos (MUNITA; ARIAS, 2016). 
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A redução da permeabilidade pode ocorrer por uma regulação negativa nas 
porinas ou uma substituição delas por canais mais seletivos. Estudos mostraram que 
a redução na expressão das porinas contribui bastante para o aumento de resistência 
entre as espécies da família Enterobacteriacae, Pseudomonas spp. e Acinetobacter 
spp. aos antimicrobianos mais novos, como os capabenêmicos. Além disso, tem sido 
observado que a pressão seletiva provocada pelos carbapenêmicos favorece o 
surgimento de mutações que reduzem a produção das porinas (BLAIR et al., 2015; 
KONG et al., 2018). 

2.4 BOMBAS DE EFLUXO 

São transportadores de membrana encontrados em todas as bactérias 
desempenhando funções como manutenção das concentrações de soluto intracelular, 
eliminação de subprodutos tóxicos do metabolismo ou transporte de aminoácidos e 
nucleotídeos, além da resistência aos antimicrobianos (PIDOCK, 2006; KUMAR; 
VARELA, 2012). As bombas de efluxo são proteínas transportadoras codificadas por 
genes localizados em cromossomos ou em elementos genéticos móveis, como os 
plasmídeos. Alguns desses genes são expressos constitutivamente, e outros podem 
ser induzidos ou superexpressos dependendo de fatores ambientais ou da presença 
de substrato específico. A resistência ocorre geralmente devido a mutações que 
modificam o canal de transporte (BLAIR, 2014; REYGAERT, 2018). 

A resistência é mediada pelos transportadores de membrana que reconhecem 
e expulsam da célula grande quantidade de antimicrobianos (FERNANDEZ-RECIO et 
al., 2004). As bombas de efluxo são encontradas em muitas espécies bacterianas 
desempenhando papéis importantes na resistência intrínseca e adquirida aos 
antimicrobianos, são capazes de expulsar diferentes antimicrobianos, diminuindo a 
concentração intracelular de antimicrobianos promovendo um ambiente mais 
favorável para ocorrência de mutações que irão conferir uma maior resistência. A 
superexpressão de bombas de efluxo de múltiplas drogas tem sido cada vez mais 
associada à resistência clinicamente relevante aos antimicrobianos, devido a 
importância desse mecanismo de resistência, estudos têm sido realizados a fim de 
encontrar maneiras de impedir essa superexpressão das bombas de efluxo (SUN et 
al., 2014; Ll et al., 2019). 

Em bactérias Gram-negativas, o aumento da superexpressão de bombas de 
efluxo codificadas cromossomicamente decorrente de mutações tem sido mais 


comumente relatado em sistemas da família RND (BLAIR et al., 2014). A bomba de 
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efluxo do tipo OgxAB identificada em plasmídeo têm se tornado cada vez mais 
prevalente entre a família Enterobacteriacea, a superexpressão dessa bomba confere 
resistência a tigeciclina, quinolonas, nitrofurantoína (LI et al., 2019). 

A maioria das bactérias possui muitos tipos diferentes de bombas de 
efluxo. Existem seis famílias de bombas de efluxo em bactérias classificadas com 
base na estrutura e fonte de energia: a família ligada à ATP cassete (ABC), a família 
de extrusão de compostos tóxicos e multifármacos (MATE), pequena família de 
resistência a múltiplas drogas (SMR), superfamília de facilitadores (MFS), a família da 
divisão de células de nodulação de resistência (RND) e família de efluxo de compostos 
antimicrobianos proteobacterianos (PACE) (PIDDOCK et al., 2006; DU et al., 2018; 
HASSAN et al., 2018). A maioria dessas famílias de bombas de efluxo apresenta 
apenas um componente que transportam substratos através da membrana 
citoplasmática. A família RND são bombas com mais de um componente, encontradas 
geralmente em bactérias Gram-negativas, que funcionam associadas com uma 
proteína de fusão de membrana periplasmática (MFP) e uma proteína de membrana 
externa (OMP-porina), para eliminar o substrato através do envelope celular 
(REYGAERT, 2018). 

Exemplos comuns de bombas de efluxo da família RND são AcrAB-TolC em 
Escherichia colie MexAB-OprM em Pseudomonas aeruginosa (BLAIR et al., 2014; 
PUZZARI, CHETIA, 2017). O envelope das bactérias Gram-negativas tem três 
camadas principais: a membrana externa, a membrana interna e a parede celular de 
peptidoglicano no espaço periplasmático entre as duas membranas (DU et al., 
2018). Nas bactérias Gram-negativas, todos os transportadores de drogas estão 


localizados na membrana interna, conforme figura abaixo. 


Figura 4. Representação esquemática das bombas de efluxo RND, SMR, MATE, MFS e ABC e as 
membranas externa (MO) e interna (MI). 
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Fonte: BLANCO etal., 2016. 
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As bombas ABC e MFS podem formar complexos tripartidos, semelhantes aos 
de RND. Entretanto geralmente se comportam como dímeros, assim como SMR. A 
bomba de efluxo MFS pode também se comportar como monômeros, enquanto MATE 
são monômeros (BLANCO et al., 2016). 

Os transportadores ABC promovem a entrada e saída de solutos necessitando 
de ATP, alguns podem atuar modulando os canais iônicos (DU et al., 2018). As 
bombas de efluxo são importantes para resistência intrínseca e adquirida a 
antimicrobianos em bactérias Gram-positivas como em Streptococcus pneumoniae, 
Msrconfere resistência aos macrolídeos (HANDZILK, 2013), PatAB as 
fluoroquinolonas (BAYLA; PIDDOCK, 2014). Em Escherichia colie outras bactérias 
Gram-negativas, o transportador ABC MacB contribui para a resistência e 
virulência. Nesses organismos, o MacB forma uma montagem tripartida com a 
proteína da membrana externa TolC e a proteína de fusão periplasmática MacA (DU 
et al., 2018). 

Os transportadores bacterianos MATE usam gradientes transmembrana de 
H+*e/ou Na* para conduzir o efluxo de drogas (DU et al., 2018). Um exemplo de 
bomba de efluxo MATE em bactérias Gram-positivas é a proteína MepA encontrada 
em Staphylococcus aureus (HANDZLIK et al, 2013) Em Gram-negativa, foi 
identificada a ketM K.pneumoniae (OGAWA et al., 2015). O grupo MFS é a maior e 
mais diversa família de transportadores, presente nas bactérias gram-positivas e 
negativas, conferindo resistência as tetraciclinas, quinolonas em diferentes espécies 
como Escherichia coli (EmrB), S. aureus (TetK), Neisseraegonorhae (VceAB) (DU et 
al., 2018; LOWRENCE et al, 2018). 

As proteínas da família SMR são bem pequenas e estão relacionadas a 
resistência aos compostos de amônio quaternário, em Pseudomonas aeuruginosa foi 
verificado uma forte correlação de bombas pertencentes à família SMR e ao aumento 
da resistência a desinfentantes, mas também está associada a resistência a 
antimicrobianos por exemplo conferem resistência diversos antimicrobianos em 4. 
baumanni, E. colie K. penumoniae (SRINIVASSAN et al., 2009; MAURYA et al., 2019; 
MITCHEL, 2019). A proteína de efluxo de clorexidina em Acinetobacter (Acel) foi 
recentemente identificada como membro de uma nova família de bombas de efluxo 
de múltiplas drogas denominada família PACE (HASSAN et al., 2018). 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Neste capítulo, alguns exemplos dos mecanismos de resistência foram 
abordados. A resistência bacteriana ocorre através de mecanismos diferentes entre 
as várias espécies bacterianas, a mesma bactéria pode apresentar mais de um tipo 
de mecanismos de resistência, sendo pouco suscetível aos antimicrobianos 
disponíveis na prática clínica. Compreender a resistência bacteriana a fim de descobrir 
novos antimicrobianos é fundamental, entretanto, pode-se observar a complexidade, 
pois, muitas vezes, cada espécie apresenta genes específicos associados aos 
diferentes mecanismos de resistência. Além disso, as bactérias disseminam a 
resistência rapidamente, adotar estratégias para impedir essa disseminação seria 


importante para frear o avanço da resistência bacteriana. 
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RESUMO: Os B-lactâmicos compreendem o grupo de medicamentos antimicrobianos 
mais utilizados na clínica. Contudo, devido à resistência bacteriana a esses fármacos 
e para se evitar poli-infecções, percebe-se a necessidade do conhecimento acerca 
das betalactamases, enzimas capazes de inativar esse grupo de antimicrobianos. 
Assim, esta revisão tem como objetivo apresentar as principais características dos 
medicamentos beta-lactâmicos e das enzimas beta-lactamases. 


PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos. Bactérias. Mecanismos de resistência. 
ABSTRACT: B-lactams comprise the group of antimicrobial drugs most used in the 
clinic. However, due to bacterial resistance to these drugs and to avoid poly-infections, 
there is a need for knowledge about beta-lactamases, enzymes capable of inactivating 
this group of antimicrobials. Thus, this review aims to present the main characteristics 
of beta-lactam drugs and beta-lactamases enzymes. 


KEYWORDS: Antimicrobials. Bacteria. Resistance mechanisms. 
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1. INTRODUÇÃO 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos vem sendo considerada um dos 
problemas de saúde pública mundiais mais relevantes nos últimos anos. O 
desenvolvimento dessa resistência é um fenômeno natural resultante da pressão 
seletiva, acelerada pelo uso generalizado e inadequado dos antimicrobianos, e 
também decorre de diversos mecanismos como por exemplo, mutação, transferência 
horizontal de genes, ou até mesmo resistência intrínseca através da baixa 
permeabilidade de membrana ou a hiperexpressão de bombas de efluxo. Esses 
mecanismos, separados ou em conjunto, favorecem a emergência e disseminação de 
microrganismos multirresistentes no ambiente hospitalar ou até mesmo na 
comunidade (LOREIRO et al, 2016; VON WINTERSDORFF et al, 2016; 
ALÓS, 2015). 

Os antimicrobianos que sempre estiveram entre os primeiros agentes 
disponíveis para o tratamento de doenças infecciosas, foram os beta-lactâmicos. 
Descoberto acidentalmente por Alexander Fleming em 1928, através de uma 
substância secretada 

pelo fungo Penicillium notatum, o primeiro antibiótico desta classe foi 
denominado como penicilina (FLEMING, 1929). Todos os fármacos pertencentes a 
esta classe apresentam em sua estrutura molecular um anel beta-lactâmico, sendo 
este essencial para o seu mecanismo de ação na parede celular bacteriana. A 
estrutura química destes fármacos vem sendo frequentemente manipulada para se 
obter maior atividade e mais aplicabilidade terapêutica (ESSACK, 2001; GUIMARÃES; 
MOMESSO; PUPO, 2010; SILVA; LINCOPAN, 2012). 

Os beta-lactâmicos são rotineiramente utilizados para o tratamento de 
infecções hospitalares, uma vez que apresentam eficácia terapêutica e toxicidade 
seletiva, com estrutura química maleável e versátil. No entanto, a sua utilização 
frequente no decorrer dos anos favoreceu o aumento de microrganismos portadores 
de genes codificadores de betalactamases, enzimas que hidrolisam o anel beta- 
lactâmico, fazendo o mesmo perder sua efetividade e, assim, contribuindo para as 
falhas terapêuticas e disseminação da multirresistência (FERNANDES; AMADOR; 
PRUDÊNCIO, 2013). Diante da probemática da resistência bacterina, esse estudo de 
revisão aborda as princiapais características dos beta-lactâmicos, bem como 


apresenta as principais enzinas que inativam esse grupo de medicamnetos. 
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2. CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS BETALACTÂMICOS 

Todos os antibióticos betalactâmicos têm um elemento estrutural farmacofórico 
em comum, o anel azetidinona de quatro membros ou anel B-lactâmico. Estruturas 
ligadas diretamente a esse núcleo comum os diferenciam, além dos demais radicais 
presentes nas cadeias laterais que caracteriza cada representante desses grupos. 
Atualmente são divididos em quatro principais classes em função da estrutura química 
apresentada: penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos. 

As modificações estruturais possíveis ficam restritas às cadeias laterais ao se 
adicionar diferentes grupos químicos a esse núcleo resultando em várias famílias de 
penicilinas com novas propriedades fisico-químicas e farmacológicas, ver Tabela 1 
(ESSACK, 2001; NORDMANN; GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010; DORTET; 
POIREL, 2012). 

Inicialmente produzidas a partir de fermentação, tendo a base inicial o ácido 6 
— aminopenicilina foi possível produzir vários compostos sintéticos e semissintéticos. 
As penicilinas G e V, ativas contra cocos Gram-positivos, têm sua ação inativada por 
hidrólise da ligação B-lactâmica e da cadeia lateral de acilamino do antibiótico através 
das enzimas penicilinases e acilases, respectivamente, produzidas por essas 
bactérias. Penicilinas como ampicilina e amoxicilina compõe um grupo de drogas com 
ação melhorada sobre bactérias Gram-negativas, entretanto, com o largo uso destes 
antimicrobianos os mesmos não apresentam mais efetividade sobre esses patógenos 
(FERNANDES; AMADOR: PRUDÊNCIO, 2013). 

Derivadas do fungo Cephalosporium spp. as cefalosporinas são 
antimicrobianos semissintéticos, que possuem um anel betalactâmico ligado a um 
anel dihidrotiacínico. Diferindo das penicilinas, esses agentes apresentam dois 
radicais principais permitindo a síntese de uma variedade de moléculas distribuídas 
em cinco gerações, com diferentes espectros de ação. Sua primeira geração 
apresenta menor atividade, quando comparadas a algumas penicilinas, porém possui 
atividade melhorada frente a alguns cocos Gram-positivos. 

As cefalosporinas de segunda geração, apresentam melhor atividade sobre 
bactérias Gram-negativas, porém possuem atividade inferior às de terceira geração, 
que inclui os fármacos de amplo espectro, como a cefotaxima e ceftazidima. As 
cefalosporinas de quarta geração, como a cefepima, quando comparadas às de 
terceira geração possuem uma resistência superior a ação de alguma beta - 


lactamases. Já as de quinta geração, são utilizadas para cepas resistentes à meticilina 
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(GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010; WILLIAN; PETRI, 2012; MADIGAN et 
al., 2016). 

Possuindo uma estrutura anular de cinco elementos acoplados ao seu anel 
betalactâmico, os carbapenêmicos possuem quatro representantes : imipenem, 
meropenem, ertapenem e o doripenem. Possuem um espectro de ação mais amplo 
de todos os beta — lactâmicos com um arsenal maior de microrganismos, incluindos 
cocos e bacilos Gram - positivos e Gram - negativos e algumas cepas 
multirresistentes e anaeróbias (WILLIAN; PETRI, 2012; NORDIMANN; DORTET; 
POIREL, 2012). 

Os monobactâmicos possuem como único representante o aztreonam, que 
apresenta uma considerável estabilidade contra a ação de diversas beta — 
lactamases. São indicados para o tratamento de infecções causadas por bactérias 
Gram - negativas, como a Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, a 
Família Enterobacteriaceae, entre outras (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010). 

No grupo dos betalactâmicos inclui-se os inibidores de beta - lactamases, que 
são moléculas conjugadas com penicilinas que potencializam o efeito desses 
antimicrobianos, inativando algumas dessas enzimas. Esses fármacos possuem 
estruturas semelhantes a das penicilinas, variando apenas na cadeia lateral, e 
funcionam como um substrato para as beta - lactamases deixando o antibiótico 
disponível para que possa desempenhar sua atividade. São representantes dessa 
classe o ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam. As associações frequentes são 
piperacilina com tazobactam, aplicado no combate a infecções do trato respiratório 
inferior e vias urinárias, e a amoxilina com ácido clavulânico para tratamento das 
infecções do trato respiratório (INFARMED, 2011; WILLIAN; PETRI, 2012). 


Tabela 1: Estrutura dos principais grupos dos B-lactâmicos. 





Classe Estrutura Nota 





Consistem de um anel de tiazolidina 
fundido com o anel B-lactâmico em 
que as diferentes cadeias laterais 
de grupos acilas estão ligadas a 
radicais. 


R — C— NH 
Penicilinas 


o cooH | (Ex. Ampicilina, amoxicilina, 
piperacilina). 
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É Possui um anel de di-hidrotiazina 
fundido ao anel B- lactâmico. 


s 
Cefalosporinas (Ex. Cefalotina, cefuroxima, 
a om cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, 


cefotetam e cefepima). 





O Molécula de B-lactâmico 
| monocíclica, inicialmente isolada a 
RS =SNH R partir de Chromobacterium 
Monobactâmicos violaceum. 
Pr (Ex. Aztreonam) 
O SO:H 





Assemelha-se às penicilinas, com 

exceção do anel de cinco elementos 

em que o átomo de enxofre foi 
S— R substituído por um átomo de 

N / carbono e tem uma ligação dupla 


Carbapenêmicos 
o entre o carbono 2 e 3. 


C 
| (Ex. Imipenem, meropenem e 
OH ertapenem). 

















Fonte: Adaptado de Essack (2001). 


O uso extensivo desses antimicrobianos no decorrer dos anos, tem ocasionado 
pressão seletiva com consequente surgimento e disseminação de bactérias 
multirresistentes portadoras de genes codificadores de beta — lactamases. Tal 
fenômeno possui impacto direto na escolha da terapia antimicrobiana adequada, 
contribuindo para o insucesso terapêutico e colaborando diretamente para o 
crescimento da mortalidade e morbidade em infecções relacionadas à saúde 
(FERNANDES; AMADOR; PRUDENCIO, 2013). 


3. CARACTERÍSTICAS GERAIS DAS BETA - LACTAMASES 

A principal forma de resistência aos betalactâmicos é a produção de enzimas, 
as beta-lactamases, que inativam antimicrobianos betalactâmicos através da hidrólise 
de seu anel. Podem ser classificadas pela sua estrutura molecular, como proposto por 
Ambler em 1980, ou por suas características bioquímicas e funcionais, estabelecidas 
por Bush, Jacoby e Medeiros, em 1995 (Tabela 2). Enzimas desse grupo que 
merecem destaque são as Beta - Lactamases de Espectro Estendido (ESBL), o qual 
concede resistência a cefalosporinas e monobactâmicos. Outro importante grupo é 
aquele das carbapenemases, enzimas que hidrolisam todos os antimicrobianos desta 
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classe (BUSH et al., 1995; BUSH; FISHER, 2011; SEYEDJAVADI; GOUDARZI; 
SABZEHALI, 2016; ELRAMALLI; ALMSHAWT; AHMED, 2017). 

3.1 AMPICILINASES C 

Também conhecidas como cefalosporinases, esse grupo de enzimas 
proporcionam resistência às penicilinas, aos inibidores de beta - lactamases, as 
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geração e sensíveis a cefepima (quarta 
geração). São adquiridas por meio de plasmídios, também podendo estar presentes 
em genes cromossomais, sendo encontradas em bactérias Gram-negativas (SUAREZ 
et al., 2006; GHAFOURIAN et al., 2015). 

3.2 BETA - LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO (ESBL) 

São enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar cefalosporinas de 
terceira, quarta geração e o monobactamico, aztreonam. Podem ser inativadas por 
inibidores específicos como clavulanato, sulbactam e tazobactam. Seus 
representantes pertencem ao grupo 2 Be 2 D segundo a classificação de Bush - 
Jacoby - Medeiros (1995). Localiza-se em plasmídeos e transposons que possibilitam 
sua disseminação em diferentes espécies, sendo descrita mundialmente e possuem 
diversas variantes de cada enzima pertencente a esse grupo (SILVA; LINCOPAN, 
2012; GHAFOURIAN et a/., 2015). 


Tabela 2. Classificação molecular e agrupamento funcional de beta-lactamases. 





























Classe | Grupo (Bush / : E a 
(Ambler) Jacoby) Exemplos de enzimas Mecanismos de ação 
C 1 AmpC, CMY-2, FOX-1, Hidrólise de cefalosporinas, 
MIR-1, P99 cefamicinas e penicilinas 
C te GC1, CMY-37 Hidrólise de penicilinas e até a 3º 
geração de celosporinas 
A 2a PC1 Hidrólisa melhor penicilinas do 
que cefalosporinas 
A 2b SHV-1, TEM-1, TEM-2 | Hidrólise similar para penicilinas e 
cefalosporinas 
A 2be TEM-3, SHV-5, TEM-10, | Hidrólise ampliada para todas as 
TEM26, SHV-2, CTX- cefalosporinas e aztreonam 
M15, PER-1, VEB-1 
A 2br TEM-30, TEM-76, TEM- | Hidrólise eficiente de penicilinas e 
103, SHV-10, SHV-26 primeiras cefalosporinas 
A 2ber TEM-50, TEM-68, TEM- Hidrólise de penicilinas, 
89 cefalosporinas, monobactâmicos 
A 2c, 2ce PSE-1, CARB-3 Hidrólise eficiente da carbenicilina 
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D 2d OXA-1, OXA10 Hidrólise ampliada para 
cloxacilina ou oxacilina 


D 2de OXA-11, OXA-15 Hidrólise ampliada para 
penicilinas e todas as 
cefalosporinas 


D 2df OXA-23, OXA-48 Hidrólise ampliada para 
penicilinas e carbapenêmicos 




















A 2e CepA Hidrólise de cefalosporinas, mas 

não monobactâmicos 

A 2f MI-1, KPC-2, KPC-3, Hidrólise de todos 

SME-1, GES-2 betalactâmicos, inclusive 

carbapenêmicos 

B 3a IMP-1, L1, VIM-1, NDM- Hidrólise de todos 
1 betalactâmicos, exceto 

monobactâmicos 

B 3b Cpha, Sfh-1 Hidrólise de todos 


betalactâmicos, exceto 
monobactâmicos 




















Fonte: Adaptado de Bush e Jacoby (2010); Buch e Fisher (2011). 


3.3 METALO - BETA - LACTAMASES 

Pertencentes ao grupo 3 da classificação de Bush - Jacoby - Medeiros e classe 
B de Ambler, consideradas as enzimas mais importantes clinicamente sendo capazes 
de hidrolisar todos os betalactâmicos, com exceção do monobactâmico aztreonam. 
Possuem grande disseminação mundial, resultante do aumento das prescrições de 
carbapenêmicos nos últimos anos, utilizados como último recurso nas infecções por 
microrganismos (Gram-negativos multirresistentes. Representantes desse grupo 
incluem o IMP, VIM, FEZ, entre outras enzimas (BUSH; JACOBY, 2010). 

3.4 SERINO - BETA - LACTAMASES 

Pertencentes à classe molecular A e subgrupo 2f, essas enzimas apresentam 
em suas estruturas um resíduo de serina e possuem atividade sobre as penicilinas, 
cefalosporinas, carbapenêmicos e aztreonam. São representantes desta classe IMI, 
NMC, GES e KPC. As que merecem destaque são GES e KPC, que vem sendo 
associados a grandes surtos, com disseminação mundial, de infecções em Gram - 
negativos resistentes a vários medicamentos em ambiente hospitalar, incluindo 
diversas variantes (BUSH; FISHER, 2011). 
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4. CONCLUSÃO 

A elevada disseminação de genes de resistência demonstra a crescente 
dificuldade na escolha eficaz do tratamento para as diferentes espécies bacterianas 
reduzindo assim, as opções terapêuticas. Este fator demonstra a necessidade de 
monitoramento contínuo para o conhecimento destes e outros mecanismos de 
resistência, a fim de auxiliar na vigilância epidemiológica de infecções causadas por 


diferentes microrganismos tanto em ambiente hospitalar, quanto na comunidade. 
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RESUMO: Os antimicrobianos mais utilizados na clínica são os B-lactâmicos, mas 
devido à resistência bacteriana a esses fármacos e para se evitar poli-infecções, a 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) recomenda a combinação desses 
antimicrobianos com outros agentes como os aminoglicosídeos. No entanto, estudos 
mostram a resistência bacteriana aos aminoglicosídeos por diferentes mecanismos, 
mas se destaca a aquisição de genes codificadores de enzimas modificadoras de 
aminoglicosídeo (EMAs). De acordo com a modificação realizada no fármaco, essas 
enzimas são divididas em três grupos: aminoglicosídeo acetiltransferases (AACs), 
aminoglicosídeo fosfotransferases (APHs) e aminoglicosídeo nucleotidiltransferases 
(ANTs). Esta revisão tem como objetivo apresentar as principais características dos 
aminoglicosídeos, bem como das enzimas que alteram quimicamente estes fármacos. 


PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos. Bactérias. Mecanismos de resistência. 


ABSTRACT: The antimicrobials most used in the clinic are B-lactams, but due to the 
bacterial resistance to these drugs and to avoid poly-infections, the National Health 
Surveillance Agency (ANVISA) recommends the combination of these antimicrobials 
with other agents such as aminoglycosides. However, studies show bacterial 
resistance to aminoglycosides by different mechanisms, but the acquisition of genes 
encoding aminoglycoside-modifying enzymes (AMAs) stands out. According to the 
modification made to the drug, these enzymes are divided into three groups: 
aminoglycoside acetyltransferases (AACs), aminoglycoside phosphotransferases 
(APHs) and aminoglycoside nucleotidyltransferases (ANTs). This review aims to 
present the main characteristics of aminoglycosides, as well as the enzymes that 
chemically alter these drugs. 


KEYWORDS: Antimicrobials. Bacteria. Resistance mechanisms. 
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1. INTRODUÇÃO 

O primeiro antimicrobiano da história foi a penicilina, descoberto em 1928 por 
Alexander Fleming. A partir de sua notável utilidade em 1940, essa molécula passou 
a ser a droga de escolha para o tratamento de infecções causadas por bactérias. Com 
o passar dos anos, foram surgindo novas populações desses micro-organismos, o que 
desencadeou a busca por novas classes de antimicrobianos. Até o início da década 
de 60, mais de 20 classes foram comercializadas mundialmente. No entanto, desde 
esse período, apenas duas novas classes foram incorporadas a este grupo de 
medicamentos (COATES; HALLS; YANMIN, 2011). 

O uso indiscriminado de antimicrobianos contribui significativamente para 
desenvolvimento de bactérias multirresistentes. A resistência bacteriana às principais 
classes de antimicrobianos e a consequente proteção ao sistema imunológico do 
hospedeiro dificultam o tratamento de infecções hospitalares (EICHENBERGER; 
THADEN, 2019). Algumas bactérias podem modificar a ação de algumas classes de 
antimicrobianos, inibindo parcial ou totalmente seu mecanismo de ação e adquirindo 
características que até então não faziam parte de seu material genético. Essas 
características podem ser exemplificadas pelas mutações obtidas em alguma fase da 
fissão binária ou influência de fatores externos, como por exemplo, radiações 
ionizantes. Além disso, a aquisição de novos genes por meio de material extra- 
cromossômico, aumenta a adaptabilidade e perpetuação dessas espécies (BLAIR et 
al., 2015). 

Na prática clínica, os antimicrobianos mais utilizados são os B-lactâmicos. No 
entanto, devido ao aumento crescente da resistência bacteriana, a Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária (ANVISA) recomenda como terapia a combinação desses 
fármacos com outros agentes como os aminoglicosídeos para se evitar poli-infecções 
(ANVISA, 2013). Por possuírem amplo espectro de atuação, os aminoglicosídeos têm 
sido utilizados em uma grande variedade de infecções como pneumonia, sepse 
neonatal e infecções do trato urinário. Esses medicamentos apresentam atividade 
frente a patógenos Gram-positivos, como os do gênero Staphylococcus, incluindo os 
resistentes a vancomicina e meticilina, bem como alguns Mycobacterium spp., que se 
assemelham aos Gram-positivos devido à ausência da membrana externa. Em 
relação aos (Gram-negativos, possuem atividade potente contra os integrantes da 
família Enterobacteriaceae. Também são ativos contra espécies de outras famílias 


como Yersinia pestis e a Francisella tularensis. No entanto, são menos eficazes contra 
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Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. (SERIO et al., 2018). 

Apesar de sua efetividade, alguns estudos mostram a resistência bacteriana aos 
aminoglicosídeos através de genes que codificam as enzimas modificadoras de 
aminoglicosídeo (EMAs), uma grande família de enzimas que alteram quimicamente 
esses fármacos (COX et al., 2018; CIRIT et al., 2019). As modificações promovidas 
por essas enzimas têm a capacidade de diminuir a afinidade de ligação do 
medicamento ao alvo e assim ocasionar a perda da potência antibacteriana. Existem 
mais de 100 tipos de EMAs que são categorizados em três grupos distintos (KRAUSE 
et al., 2016). Esta revisão aborda as principais características dos aminoglicosídeos, 


bem como das enzimas que modificam a estruturas desses antimicrobianos. 


2. CARACTERÍSTICAS GERIAS DOS AMINOGLICOSÍDEOS 

Os aminoglicosídeos recebem esse nome justamente pelo fato de serem 
constituídos por dois ou mais aminoaçúcares unidos por ligação glicosídica a uma 
hexose central (aminociclitol), como a estreptidina presente na estreptomicina (Figura 
1A). Esse fármaco foi o primeiro representante da classe dos aminoglicosídeos 
descoberto na década de 40 por Waksman e colaboradores, sendo utilizado no 
tratamento para tuberculose. A outra hexose encontrada nas demais moléculas é a 2- 
desoxiesteotamina, cuja estrutura pode ser vista na Figura 1B (KATZUNG; 
MASTERS; TREVOR, 2014). 

A maioria desses antimicrobianos foi obtida naturalmente a partir de duas 
espécies: Streptomyces spp. e Micromonospora spp. A estrepetomicina, a neomicina, 
atobramicina, por exemplo, são derivados do Streptomyces spp., enquanto que a 
gentamicina é produzida por Micromonospora spp. Porém, alguns são 
semissintéticos, obtidos por meio de síntese química de produtos naturais como é o 
caso da netilmicina, amicacina, entre outros (MACDOUGALL; CHAMBERS, 2012; 
RIBEIRO, 2017). 

Estes fármacos por serem policátions polares não são bem absorvidos no trato 
gastrintestinal. Devido a essa característica, são administrados por via parenteral e 
agem rapidamente como agentes bactericidas. Os aminoglicosídeos são uma grande 
classe de compostos transportados através da membrana celular bacteriana, que se 
ligam a uma ou mais proteínas específicas dos ribossomos, especialmente na 
subunidade 30S (RANG et al., 2016). Nesse caso, a síntese de proteínas pode ser 
inibida pela interferência na formação inicial do peptídeo, na leitura errada do mRNA 
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e também pela formação de monossomas disfuncionais, a partir da quebra de 
polirribossomos. Esses mecanismos ocorrem de modo irreversível e ocasionam a 
morte do micro-organismo (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). 


Figura 1: Estrutura química básica dos aminoglicosídeos. A: molécula da estreptomicina contendo o 
anel estreptidina; B: molécula da canamicina contendo o anel 2-deoxiestreotamina. 
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Fonte: Adaptado de Madigan et al. (2016). 


Por muitos anos, na prática clínica, os aminoglicosídeos foram utilizados como 
agentes de primeira escolha. No entanto, a partir da produção de novos 
antimicrobianos como as cefalosporinas, os carbapenêmicos e as fluoroquinolonas, 
que se apresentavam menos tóxicos, foram sendo substituídos na década de 80 
(MADIGAN et al., 2016; RIBEIRO, 2017). Embora o seu uso tenha sido diminuído, nos 
últimos anos, houve uma reutilização desse grupo de antimicrobianos devido aos seus 
efeitos sinérgicos com outras classes e, especialmente, em virtude da resistência 
bacteriana a múltiplas drogas (KRAUSE et al., 2016; RIBEIRO, 2017). Além da 
toxicidade apresentada por todos os representantes da classe dos aminoglicosídeos, 
a resistência microbiana é outro fator limitante. 

A resistência aos aminoglicosídeos pode ocorrer por diferentes mecanismos ou 
a soma deles. Um importante mecanismo de resistência é a modificação do sítio alvo 
do antibiótico, através de mutações ou modificações enzimáticas do ribossomo, 
através de metiltransferases. A parede celular bacteriana e sua membrana, também 
são eficientes barreiras inatas, que podem ter sua impermeabilidade aumentada 


diminuindo, assim, a concentração desses antimicrobianos no meio intracelular. Outro 
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mecanismo adicional é o transporte ativo dos aminoglicosídeos para fora da célula, 
através das bombas de efluxo. As proteases de membrana também podem atuar 
degradando proteínas mal dobradas e traduzidas (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 
2016). Dentre os mecanismos de resistência aos aminoglicosídeos, destaca-se a 
aquisição de genes codificadores de EMAs, as quais alteram quimicamente o 
antimicrobiano reduzindo a afinidade pelo ribossomo (COX et al., 2018). 


3. ENZIMAS MODIFICADORAS DE AMINOGLICOSÍDEOS 

Os aminoglicosídeos são antimicrobianos susceptíveis às modificações, uma 
vez que seus representantes são majoritariamente moléculas grandes com muitos 
grupos de hidroxila e amidas expostos. As EMAs formam uma grande família de 
enzimas diversas, que variam nos aminoglicosídeos que podem modificar e nos alvos 
de modificações da molécula. Normalmente, se ligam de modo covalente a grupos 
amino ou hidroxila inativando o antimicrobiano (BLAIR et al., 2015). 

Com base na modificação realizada no fármaco, existem três classes principais 
de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos. A primeira classe é constituída pelas 
aminoglicosídeo acetiltransferases (AACs), que promovem acetilação de grupos 
amino encontrados em várias posições da molécula. A segunda classe é composta 
pelas aminoglicosídeo fosfotransferases (APHs), que catalisam a fosforilação 
dependente de ATP de grupos hidroxila. Enquanto que a terceira classe é 
representada pelas aminoglicosídeo nucleotidiltransferases (ANTs), que promovem a 
adenilação de AMP a grupos hidroxila (COX et al., 2018). 

Estas classes de enzimas são subdivididas em subclasses de acordo com a 
posição de modificação na molécula, sendo identificadas por um numeral romano e, 
em alguns casos, por uma letra quando mais de uma enzima modifica o mesmo sítio 
(KRAUSE et al., 2016). Na Figura 2 podem ser observados alguns exemplos de 
modificações em diferentes moléculas de aminoglicosídeos pelas três classes 
principais de EMASs. 

As EMAs modificam tanto a estreptomicina, que continua sendo relevante para 
tratamento da tuberculose, quanto os demais aminoglicosídeos usados para tratar 
infecções graves causadas por diferentes bactérias resistentes a outras classes de 
antimicrobianos (MACDOUGALL; CHAMBERS, 2012; CASTANHEIRA et al., 2018). 
Desse modo, o desenvolvimento de moléculas semissintéticas foi uma alternativa para 


minimizar os danos causados por essas enzimas. Como por exemplo, o dibekacin e a 
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amicacina, foram sintetizados a partir da canamicina, a isepamicina sintetizada a partir 
da gentamicina e a plazomicina a partir da sisomicina, que possui menos grupos de 
hidroxilas dificultando, assim, o acesso de algumas enzimas clinicamente importantes. 

No entanto, as bactérias também desenvolveram enzimas que inativam 


praticamente todos esses compostos (BLAIR et al., 2015; RANG et al., 2016). 


Figura 2: Modificações químicas em diferentes moléculas de aminoglicosídeos. A: modificação 
química da gentamicina catalisada pela AAC(3); B: modificação química na amicacina catalisada pela 
APH(3); C: Adenilação de hidroxil da canamicina A catalisada pela ANT(2”). 





amicacina 


HAN A NH, PE Ts 
q To ATP PP; 4) " 
% ma ses ção “ou pr 
4 “oH ANT(2”) 
Ha ou O 





O 
OH 


canamicina 





Fonte: Adaptado de Krause et al. (2016). 


Geralmente, as bactérias resistentes aos aminoglicosídeos, possuem mais de 
um gene desta família de enzimas. Esses genes são encontrados em elementos 
móveis, como plasmídeos e transposons, que também codificam outros genes de 
resistência a outras classes de antimicrobianos, como P-lactâmicos e 
fluoroquinolonas, acarretando o fenômeno de multirresistência, tanto em Gram- 
positivos quanto em Gram-negativos (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2015; SERIO 
et al., 2018). Os elementos transponíveis podem ser a justificativa para a rápida 
disseminação da resistência a aminoglicosídeos entre uma diversidade de bactérias 
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(MIRÓ et al., 2013). 

3.1 AMINOGLICOSÍDEO ACETILTRANSFERASES (AACs) 

As AACs formam a maior classe da EMAs e são subdivididas em quatro 
subclasses de enzimas: AAC (1), (2 9, (3) e (6 ). As subclasses AAC (3) e AAC (6 
são as mais frequentes em bactérias tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas. 
Essas subclasses são as mais relevantes, uma vez que podem ser mediadas por 
elementos genéticos móveis ou serem encontradas em cromossomos. Além disso, 
essas enzimas têm como alvos aminoglicosídeos prescritos com mais frequência 
(NODARI; BARTH, 2016; SERIO et a/., 2018). 

Dentre as subclasses das acetiltransferases a variante AAC(6')-Ib-cr é a que 
mais tem se destacado, pois além de inativar aminoglicosídeos, interfere na atividade 
de alguns antimicrobianos da classe fluoroquinolonas. Essa enzima apresenta a 
capacidade de associação com outros determinantes de resistência e podem ser 
encontradas com outros genes causadores de resistência às quinolonas, como os da 
família qnr, além de ser amplamente associadas com B-lactamases, especialmente as 
ESBLs do tipo CTX-M (EFTEKHAR; SEYEDPOUR, 2015; SERIO et al., 2018). 

3.2 AMINOGLICOSÍDEO FOSFOTRANSFERASES (APHs) 

Já a classe das APHs constitui o segundo maior grupo, no qual suas subclasses 
são encontradas em várias espécies de bactérias Gram-negativas (KRAUSE et al., 
2016). Algumas subclasses dessas enzimas não são clinicamente importantes, sendo 
utilizadas em pesquisas laboratoriais de genética molecular e clonagem. Entretanto, 
outras enzimas desta classe são mediadores comuns da resistência aos 
aminoglicosídeos. As APH (3, por exemplo, apresentam resistência à amicacina, 
canamicina e neomicina tanto para bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas 
(SERIO et al., 2018). 

3.3 AMINOGLICOSÍDEO NUCLEOTIDILTRANSFERASES (ANTs) 

Por último, destacamos as ANTs, que apesar de menos frequentes, 
correspondem a enzimas que agem sobre vários aminoglicosídeos (KRAUSE et aí., 
2016). Algumas subclasses dessas enzimas são encontradas predominantemente em 
organismos Gram-positivos como, por exemplo, Bacillus spp., Enterococcus spp., e 
Staphylococcus spp. A ANT (4 9 e ANT (4 ”) apresentam resistência à amicacina, 
tobramicina e isepamicina, sendo frequentemente encontradas em Enterococcus spp. 


e S. aureus, incluindo as cepas resistentes a meticilina (SERIO et al., 2018). 
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4. CONCLUSÃO 

Apesar dos aminoglicosídeos apresentarem significativos níveis de toxicidade 
são prescritos até os dias atuais, devido ao aumento crescente da resistência 
bacteriana as diferentes classes de antimicrobianos. No entanto, uma variedade de 
enzimas codificadas por genes extra-cromossômicos, em sua maioria, pode inativar 
esses fármacos reduzindo ainda mais as opções terapêuticas. A disseminação de 
genes de resistência aos antimicrobianos, por meio de elementos genéticos móveis, 
tem sido relada como um dos principais fatores que garante a sobrevivência 


bacteriana ao longo dos anos. 
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RESUMO: Os macrolídeos representam um grupo de inibidores da síntese de 
proteínas de grande interesse clínico. São ativos principalmente contra bactérias 
Gram-positivas e possuem atividade limitada contra bactérias Gram-negativas. Agem 
como antibióticos ligando-se ao sítio P da subunidade 50S ribossômica bacteriana 
levando à inibição da transpeptidação, translocação, alongamento da cadeia e, em 
última análise, síntese de proteína bacteriana. A eritromicina foi descoberta em 1952 
por J. M. McGuire, através do isolamento de produtos metabólicos de uma cepa de 


Streptomyces erythreus. É formado por três componentes, as eritromicinas A, Be C, 
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sendo a eritromicina A a predominante e mais ativa. A azitromicina e a claritromicina 
têm um espectro de atividade mais amplo do que a eritromicina e, portanto, são 
usadas em uma variedade de infecções, incluindo infecções do trato respiratório, 
infecções por micobactérias e infecções sexualmente transmissíveis. Os mecanismos 
de resistência a macrolídeos mais comuns em patógenos bacterianos são a afinidade 
de ligação reduzida da droga, modificação do sítio alvo e bombas de efluxo de na 
célula bacteriana. Percebida a crescente no número de cepas mais resistentes a esta 
classe de antimicrobianos, vários estudos vêm sendo realizados no intuito de 
desenvolver novas moléculas mais eficazes. 


PALAVRAS-CHAVE: Antibioticoterapia. Macrolídeos. Gram-positivos. 


ABSTRACT: Macrolides represent a group of protein synthesis inhibitors of great 
clinical interest. They are mainly active against Gram-positive bacteria and have limited 
activity against Gram-negative bacteria. They act as antibiotics binding to the P site of 
the bacterial ribosomal 50S subunit leading to inhibition of transpeptidation, 
translocation, chain elongation and, ultimately, bacterial protein synthesis. 
Erythromycin was discovered in 1952 by J. M. McGuire, through the isolation of 
metabolic products from a strain of Streptomyces erythreus. k consists of three 
components, erythromycin A, Band C, with erythromycin A being the predominant and 
most active. Azithromycin and clarithromycin have a broader spectrum of activity than 
erythromycin and are therefore used in a variety of infections, including respiratory tract 
infections, mycobacterial infections and sexually transmitted infections. The most 
common macrolide resistance mechanisms in bacterial pathogens are reduced drug 
binding affinity, target site modification and efflux pumps in the bacterial cell. Perceived 
the growing number of strains more resistant to this class of antimicrobials, several 
studies have been carried out in order to develop new, more effective molecules. 


KEYWORDS: Antibiotic therapy. Macrolides. Gram-positive. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os macrolídeos representam um grupo de inibidores da síntese de proteínas 
de grande interesse clínico. São compostos de uma lactona macrocíclica, à qual um 
ou mais desoxi- açúcares ou amino resíduos de açúcares são anexados. São 
classificados de acordo com o tamanho do anel de lactona macrocíclica como sendo 
macrolídeos de anel de 12, 14, 15 ou 16 membros. Além do tamanho da lactona anel, 
os macrolídeos também podem diferir uns dos outros por contendo um dissacarídeo 
ou um monossacarídeo ligado ao anel de lactona. 

Os macrolídeos, como um grupo são amplamente distribuídos nos tecidos do 
corpo, com concentrações teciduais normalmente excedendo substancialmente 
concentrações séricas. Essas concentrações teciduais são pertinentes a efeito 
antibacteriano em uma variedade de condições infecciosas (DINOS, 2017). 

De forma geral, os antibióticos macrolídeos são ativos principalmente contra 
bactérias (Gram-positivas e possuem atividade limitada contra bactérias Gram- 
negativas. Agem como antibióticos ligando-se ao sítio P da subunidade 50S 
ribossômica bacteriana levando à inibição da transpeptidação, translocação, 
alongamento da cadeia e, em última análise, síntese de proteína bacteriana. Desde a 
descoberta do macrolídeo progenitor, a eritromicina, em 1950, muitos derivados foram 
sintetizados, levando a compostos com melhores biodisponibilidade, estabilidade 
ácida e farmacocinética. Esses esforços levaram à segunda geração de macrolídeos, 
incluindo membros bem conhecidos, como azitromicina e claritromicina (BULKLEY et 
al., 2010; DUNKLE et al., 2010). 


Figura 1. Estrutura química de macrolídeos. 





Fonte: Adaptado de DINOS, 2017. 
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Enquanto a segunda geração de macrolídeos conferiu soluções no que diz 
respeito a melhor farmacocinética e inativação ácida, eles forneceram poucas 
respostas com respeito à resistência aos antibióticos. Como a resistência aos 
macrolídeos estava se tornando cada vez mais perigosa, como estava acontecendo 
com todos os outros classes de antibióticos, isso levou a pesquisas sobre o 
desenvolvimento da próxima geração de macrolídeos para combater cepas 
resistentes a macrolídeos. Este esforço rendeu o terceiro geração de macrolídeos, 
denominados cetolídeos, onde o 3- grupo ceto no anel da lactona substitui o L- 
cladinose presente na eritromicina. Os cetolídeos telitromicina, cetromicina e 
solitromicina, têm atividade notável contra patógenos aeróbios Gram-positivos, 
incluindo cepas de Streptococcus pneumoniae resistentes a macrolídeos. Além disso, 
eles exibem boa atividade contra alguns aeróbios Gram- negativos (FERNANDES et 
al., 2016). 

Os mecanismos de resistência mais comuns no patógenos bacterianos são a 
afinidade de ligação reduzida da droga, modificação de qualquer ribossomo ou a 
molécula de antibiótico e efluxo de macrolídeos da célula bacteriana, surgindo de 
alteração a permeabilidade da membrana ou a expressão da bomba de efluxo. 
Proteínas de efluxo pertencem principalmente às famílias Mef e Msr, e modificação do 
ribossomo mecanismos incluem rRNA ribossomal 23S ou grande proteínas da 
subunidade ribossomal, enquanto os mecanismos de inativação de drogas incluem a 
fosforilação dos 20-hidroxil do açúcar por fosfotransferases e hidrólise da lactona 
macrocíclica por esterases (WILSON, 2014; FYFE et al., 2016). 

No contexto de resistência bacteriana destacam-se os trabalhos de 
desenvolvimento de novas moléculas, utilizados as técnicas da química farmacêutica 
para desenhar novas moléculas bioativas, no intuito de combater de forma segura e 
eficaz as cepas resistentes aos macrolídeos atualmente conhecidos. Outras 
ferramentas para o desenvolvimento de novos macrolídeos incluem técnicas de 
modelagem molecular, visando identificar um composto adequado para testes clínicos 
como um bom candidato a fármaco, contribuindo para a síntese de novos macrolídeos. 
Além do mais, procedimentos de engenharia genética representam uma contribuição 
relevante, especialmente com respeito a policetídeo sintases, os multi sistemas 
enzimáticos responsáveis pela biossíntese de macrolídeos, que aumentaram 
substancialmente o potencial de desenvolvimento desta classe de antimicrobianos 
(SEIPLE et al., 2016). 
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2. MACROLÍDEOS 
2.1 ERITROMICINA 

A eritromicina foi descoberta em 1952 por J. M. McGuire, através do isolamento 
de produtos metabólicos de uma cepa de Streptomyces erythreus. É formado por três 
componentes, as eritromicinas A, Be C, sendo a eritromicina A a predominante e mais 
ativa. O conjunto destas substâncias é referido como eritromicina básica (base), que 
apresenta baixa absorção oral. É um antibiótico bacteriostático e bactericida 
dependendo do microrganismo (SILVEIRA, 2018). 

Tradicionalmente, é comercializada em formulações oral e parenteral, e é 
indicada para o tratamento de infecções bacterianas suscetíveis, incluindo S. 
pyogenes, alguns S. pneumoniae, alguns S. aureus, M. pneumoniae, Legionella 
pneumophila, difteria, pertussis, Chlamydia, eritrasma, N. gonorrhoeae, E. histolytica, 
sífilis e uretrite não gonocócica, e Gastroenterite por Campylobacter, para 
descontaminar o intestino é usada em associação com neomicina. A eritromicina 
também tem uso off-label para o tratamento de acne vulgaris; infecções por Bartonella 
spp.; cancróide; prevenção de exacerbações da doença pulmonar obstrutiva crônica; 
em endoscopia/esofagogastroduodenoscopia, como agente procinético adjuvante; e 
gastroparesia (UpToDate, Inc, Lexicomp, 2020). 


Tabela 1. Farmacocinética e Farmacodinâmica da Eritromicina. 





Oral: Variável, mas melhor com formas de sal do que com 

















Absorção forma de base; 18 % a 45 %; etilsuccinato pode ser melhor 
absorvido com alimentos. 
Distribuição Vd: 0,64 L /kg. 
Difusão relativa do Mínima, mesmo com inflamação. 
sangue para o LCR 
Razão CSF Nível de sangue: Meninges normais: 2 % a 13 %; Meninges 
inflamadas: 7 % a 25 %. 
Ligação às proteínas Base: 73% a 81 %. 
Metabolismo Desmetilação principalmente via CYP3A4 hepático. 





Recém-nascidos (<15 dias de idade): 2,1 horas; Adultos: 


Eliminação da meia- Pico: 1,5-2 horas; Doença renal em estágio final: 5-6 horas. 





vida Tempo para atingir o pico, soro: Base: 4 horas; Etilsuccinato: 
0,5-2,5 horas; Estearato: 3 horas (Steigbigel 2000); atrasado 

com alimentos devido a diferenças na absorção. 
Excreção Principalmente fezes; urina (2 % a 15 % como medicamento 











inalterado). 





Fonte: Adaptado de UpToDate, Inc, Lexicomp, 2020. 
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2.2 AZITROMICINA E CLARITROMICINA 

A azitromicina e a claritromicina têm um espectro de atividade mais amplo do 
que a eritromicina e, portanto, são usadas em uma variedade de infecções, incluindo 
infecções do trato respiratório, infecções por micobactérias e Infecções sexualmente 
transmissíveis (ZUCKERMAN, 2004). São ativas contra infecções comuns do trato 
respiratório, incluindo Streptococcus pneumoniae suscetível à eritromicina, 
Haemophilus spp, Moraxella catarrhalis e patógenos de pneumonia atípica, incluindo 
Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae. A 
azitromicina é mais eficaz in vitro contra a maioria das cepas de Haemophilus 
influenzae e tem um efeito pós-antibiótico mais longo do que a claritromicina 
(ZUKERMAN, 2004; MANDELL et al., 2007). Apesar do fato do 

metabólito 14-hidroxi da claritromicina ter atividade contra H. influenzae, em um 
estudo, apenas 63 por cento dos isolados de H. influenzae eram suscetíveis à 
claritromicina, enquanto 96 por cento eram suscetíveis à azitromicina (O'DHOHERTY, 
1998). Por esse motivo, a azitromicina é preferível à claritromicina em pacientes 
ambulatoriais com pneumonia adquirida na comunidade que apresentam 
comorbidades, como doença pulmonar obstrutiva crônica (MANDELL, 2007). A 
eritromicina não tem atividade contra H. influenzae (UpToDate, 2020). 

Azitromicina e claritromicina são melhor absorvidas do trato gastrointestinal do 
que a eritromicina (NEU, 1999; SCHENTAG, 1991) e têm concentrações teciduais e 
intracelulares muito maiores. A azitromicina é a única que permanece nos tecidos por 
até 4 dias após uma dose (SCHENTAG, 1991), e a exposição de bactérias a fagócitos 
em que a droga se acumulou causa liberação de azitromicina (GADUE, 1989). 

Comparações diretas entre claritromicina e azitromicina ou entre eles e outros 

agentes comparadores em ensaios clínicos geralmente não mostram nenhuma 
diferença robusta na eficácia. Isso não significa, no entanto, que não há propriedades 


ou critérios clinicamente relevantes que diferenciam essas moléculas. 


3. ATIVIDADE IN VITRO 

A diferenciação entre claritromicina e azitromicina deve começar com a 
avaliação de sua atividade in vitro contra patógenos comuns do trato respiratório. 
Incluindo S. pneumoniae, H. influenzae, Mycoplasma pneumoniae e S. pyogenes, 
como esses patógenos contam para a maioria dos URTIs (upper respiratory tract 
infections) e LRTIs (lower respiratory tract infections) bacterianas (DUNN, 1996; 
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FERNANDES, 1986; HARDY, 1992; LANGTRY, 1992; RETSEMA, 1987; WHITMAN, 
1992). Contra S. pneumoniae suscetível, a claritromicina mostra maior potência, 
enquanto a eritromicina e azitromicina são aproximadamente equivalentes em 
atividade (Tabela 2). 


Tabela 2. Suscetibilidade in vitro de eritromicina, azitromicina e claritromicina contra patógenos 
selecionados. 





























Microrganismo MIC90 (ug/mL) 
Eritromicina | Azitromicina | Claritromicina 
Aeróbios gram-positivos 
Streptococcus pyogenes Streptococcus | 0.03-0.2 0.05-0.4 0.01-0.2 
pneumoniae Sensível à penicilina 0.02-0.1 0.12-0.16 0.015-0.06 
Sensibilidade intermediária à penicilina | 0.06->32 0.125-16 0.03-8.0 
Resistente à penicilina 0.12->64 0.12->64 0.06->64 
Streptococcus agalactiae 0.03-0.06 0.06-0.1 0.06 
Aeróbios gram-negativos 
Haemophilus influenzae 4.0-8.0 0.5-2.0 4.0-16.0 
Moraxella catarrhalis 0.25-0.5 0.06-0.16 0.25 
Bordetella pertussis 0.03 0.06 0.03 











MIC: Concentração mínima inibitória. 
Fonte: Adaptado de DAVIDSON, 2019. 


4. FARMACOCINÉTICA 

Claritromicina e azitromicina também são diferenciadas por seus perfis 
farmacocinéticos (Tabela 2) [42-46]. Claritromicina é bem absorvida pelo trato 
gastrointestinal, embora sofra substancial metabolismo de primeira passagem que 
reduz a biodisponibilidade sistêmica para 55 % após uma dose de 250 mg em 
pacientes saudáveis. A concentração plasmática máxima de claritromicina em 
voluntários saudáveis é —0,62-0,84 mg / L após administração de dose única de 250 
mg e 1,77-1,89 mg / L após administração de 500 mg. 

O tempo para atingir o máximo a concentração plasmática de claritromicina é 
de - 3 horas. As áreas sob as curvas de concentração de plasma-tempo (AUCSs) são 
-4e 11 mg/L x hora após doses de 250 e 500 mg, respectivamente, em voluntários 
ocidentais. A claritromicina também sofre biotransformação rápida para produzir o 
metabólito microbiologicamente ativo de 14-hidroxi-claritromicina, que atinge 
concentrações plasmáticas máximas de 0,4 e 0,8 mg / L dentro de 3 horas após a 


administração de uma dose de 250 ou 500 mg, respectivamente. Aproximadamente 
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37 % de uma dose oral única de 500 mg da azitromicina é biodisponível e produz um 
pico de concentração sérica de 0,4 mg / L. Regimes de doses múltiplas (duas dose de 
500 mg doses separadas por 12 horas e seguidas de uma dose de 500 mg uma vez 
diariamente por 5 dias, ou duas doses de 250 mg separadas por 12 horas e seguido 
por uma dose de 250 mg uma vez ao dia por 9 dias) produzem apenas ligeiros 


aumentos nas concentrações séricas, conforme tabela 3. 


Tabela 3. Farmacocinética da claritromicina e azitromicina no plasma. 








Parâmetro Azitromicina Claritromicina 
Biodisponibilidade 37 55 
Cmax (ug/mL) 0.4 2.1-2.4 
t max (horas) 2 2 
Meia-vida (horas) 40-68 4.3-4.9 
AUC (ug/mLx hora) 3.4 12-18.9 
Ligação às proteínas plasmáticas (%) 750 60-75 

















AUC: área sob a curva de concentração plasmática-tempo; Cmax: concentração plasmática máxima; t 
max: tempo até alcançar a concentração plasmática máxima. 
Fonte: Adaptado de DAVIDSON, 2019. 
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5. EFEITOS ADVERSOS 


Tabela 4: Efeitos adversos. 





Ocorrência (%) 


Efeitos relatados 





> 10%: 


Gastrointestinal: Diarreia (<14 %; regimes de alta dose única tendem a estar associados a aumento da incidência), náuseas (<7 %; 
regimes de alta dose única: 5 % a 18 %), vômitos (adultos: < 2 %; adultos, dose única de 2 9g:2% a 7 %; crianças, regimes de dose 
única tendem a estar associados ao aumento da incidência: 1 % a 6 %) 





1%ail0OY%: 


Cardiovascular: Dor no peito (<1 %), edema facial (crianças: <1 %), palpitações (adultos: <1 %) 

Dermatológicas: Diaforese (crianças: <1 %), eczema (crianças: <1 %), dermatite fúngica (crianças: <1 %), prurido (<2 %), 
fotossensibilidade cutânea (adultos: <1 %), erupção cutânea ( <2 %; regimes de dose única tendem a estar associados a aumento da 
incidência), urticária (<1 %), dermatite vesiculobolhosa (crianças: <1 %) 

Endócrino e metabólico: Diminuição da glicose sérica (adultos:> 1 %), aumento da gama-glutamil transferase (1 % a 2 %), aumento 
da lactato desidrogenase (1 % a 3 %), aumento da glicose sérica (adultos:> 1 %), potássio sérico aumentado (1 % a 2 %) 
Gastrointestinal: Dor abdominal (1 % a 7 %; regimes de dose única tendem a estar associados a aumento da incidência), anorexia 
(<2 %), constipação (<1 %), disgeusia (adultos: <1 %), dispepsia (<1 %), enterite (crianças: <1 %), flatulência (<1 %), gastrite (<1 %), 
melena (adultos: <1 %), candidíase oral (<1 %), estomatite (<1 %) 

Geniturinário: Candidíase genital (adultos: <1 %), vaginite (adultos: <3 %) 

Hematológico e oncológico: anemia (<1 %), eosinofilia (21 %), aumento de neutrófilos (adultos:> 1 %), leucopenia (<1 %), 
linfocitopenia (> 1 %), linfocitose (> 1 %), trombocitemia (> 1 %), monocitose (adultos: <1 %) 

Hepática: Icterícia colestática (<1 %), aumento da alanina aminotransferase sérica (<6 %), aumento da aspartato aminotransferase 
sérica (<6 %), aumento da bilirrubina sérica (<3 %), icterícia (crianças: <1 %) 

Hipersensibilidade: Angioedema (<1 %), reação de hipersensibilidade (<1 %) 

Infecção: Infecção fúngica (crianças: <1 %) 

Local: Inflamação local (adultos, IV: 3 %), dor no local da injeção (adultos, IV: 7 %) 

Sistema nervoso: Agitação (<1 %), tontura (<1 %), sonolência (<1 %), fadiga (<1 %), dor de cabeça (<1 %), insônia (crianças: <1 %), 
mal- estar (crianças : <1 %), nervosismo (crianças: <1 %), dor (crianças: <1 %), vertigem (<1 %) 

Neuromuscular e esquelético: Atividade muscular hipercinética (crianças: <1 %), aumento da creatina fosfoquinase em amostra de 
sangue (1 % a 2 %) 

Renal: Nitrogênio ureico no sangue aumentado (<3 %), creatinina sérica aumentada (<6 %), nefrite (adultos: <1 %) 

Respiratório: Broncoespasmo (<1 %), tosse (crianças: <1 %), derrame pleural (crianças: <1 %) 

Diversos: Febre (crianças: <1 %) 





<1 %: 








Endócrino e metabólico: Aumento do bicarbonato sérico, aumento do fosfato sérico, redução do potássio sérico, redução do sódio 
sérico 

Hematológico e oncológico: Basofilia, neutropenia 

Hepática: Aumento da fosfatase alcalina sérica 








Fonte: Adaptado de CHALASANI, 2015. 
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6. PRECAUÇÕES E CONTRAINDICAÇÕES 

Esta classe de antimicrobianos pode provocar a alteração na condução 
cardíaca, tendo indicação para evitar o uso em pacientes com prolongamento 
conhecido do intervalo QT, arritmia cardíaca ventricular (incluindo torsades de pointes 
principalmente em idosos) (HANCOX et al., 2014), hipocalemia ou hipomagnesemia 
não corrigida, bradicardia clinicamente significativa e pacientes recebendo Classe IA 
(por exemplo, quinidina, procainamida) ou Classe Ill (por exemplo, amiodarona, 
dofetilide, sotalol) agentes antiarrítmicos ou outros medicamentos que prolongam o 
intervalo QT; efeitos hepáticos, juntamente com reações de hipersensibilidade 
também foram notificadas. O uso destes medicamentos pode resultar em uma 
superinfecção, sendo esta ocasionadas por fungos ou bactérias, incluindo diarreia 
associada a C. difficile (CDAD) e colite pseudomembranosa. Macrolídeos são 
inibidores do citocromo P450, o que significa que interagem com uma extensa gama 
de medicamentos, o ajuste de dose deve ser considerado (MASON, 2017). 

No que se diz respeito à lactantes, o uso de azitromicina e eritromicina em 
neonatos e crianças < 6 semanas de idade foi associado à estenose hipertrófica do 
piloro (IHPS) infantil, tendo uma maior indicação apenas para o tratamento de 
coqueluche ou pneumonia por C. trachomatis. Em pacientes com miastenia gravis, 
podem gerar exacerbação dos sintomas e novo início dos sintomas e em pacientes 
renais, deve haver ajuste de dose. Suas utilizações devem ser contraindicadas 
quando for apresentado hipersensibilidade à claritromicina, eritromicina, qualquer um 
dos antibióticos macrólidos ou qualquer componente da formulação (AMDESN, 1996). 

A azitromicina esteve relacionada à altas taxas de recidiva de câncer e 
mortalidade em pacientes tratados para bronquiolite obliterante, e também pode 
mascarar ou retardar os sintomas de incubação de gonorreia ou sífilis, portanto, uma 
cultura apropriada e testes de sensibilidade devem ser realizados antes de iniciar um 
regime de tratamento (FOULDS, SHEPARD, JOHNSON, 1990). 

A claritromicina deve ter sua administração concomitante evitada com 
cisaprida, pimozida, alcalóides da cravagem (por exemplo, ergotamina, 
diidroergotamina), lomitapida ou inibidores da redutase HMG-CoA extensivamente 
metabolizados pelo CYP3A4 (por exemplo, lovastatina, sinvastatina). O 
desenvolvimento de resistência à este antimicrobiano foi observado quando usado 
como profilaxia e tratamento da infecção pelo complexo Mycobacterium avium, em 
doentes com HIV (FERRERO et al., 1990). 
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Eritromicina é o principal inibidor do CYP3A4, podendo promover sérias 
interações. Também possui seu uso contraindicado quando em associação com 
pimozida, cisaprida, ergotamina ou di-hidroergotamina, terfenadina, astemizol, 
lovastatina ou sinvastatina. Algumas formas de dosagem podem conter álcool 
benzílico, o que em grandes quantidades (> 99 mg / kg / dia) foram associadas a uma 
toxicidade potencialmente fatal (“síndrome de respiração ofegante”) em neonatos 
(WYNN, 1991). 


7. RESISTÊNCIA BACTERIANA A MACROLÍDEOS 

A resistência bacteriana é desenvolvida por um processo natural de defesa 
intrínseca inativando a ação de alguns agentes antimicrobianos (PATZER et al., 
2015). Essa ação é desencadeada por vários fatores podendo destacar: ausência de 
programas de uso racional de antibióticos, erros de prescrições de antimicrobianos 
frente à dúvida de diagnóstico, bacteriano ou viral, por falta de exames 
complementares, frequência na troca desses agentes, como também seleção, dose e 
tempo de tratamentos inadequados (NOEMI; VICENTINO, 2017) interferindo na 
segurança do paciente (FRANCO et al., 2015). 

Confere como mecanismo de resistência às bactérias a modificação química 
ou mutacional dos alvos celulares, diminuição da permeabilidade da membrana 
externa, ação de sistemas de bombas de efluxo que expulsam a droga do interior da 
célula, e a inativação enzimática do fármaco, desintegrando ou modificando 
quimicamente (SILVEIRA, 2018). As alterações no DNA ribossomal podem conferir 
resistência cruzada completa entre eritromicina, azitromicina e claritromicina em 
organismos Gram-positivos. Dois mecanismos principais de resistência adquirida a 
macrolídeos foram descritos (LACLERCQ, 2002; CORSO et al., 1998; SHORTRIDGE 
et al., 1999). 

Metilases codificadas pelos genes erm (eritromicina ribossomo metilase) (erma, 
ermB, ermC) alteram o local de ligação do macrolídeo no RNA ribossômico bacteriano, 
geralmente conferindo um alto grau de resistência aos macrolídeos (CETIN et al., 
2010). Em um estudo de resistência selecionada em voluntários, a claritromicina, mas 
não a azitromicina, foi selecionada para este tipo de resistência (MALHOTRA-KUMAR 
et al., 2007). Esse mecanismo geralmente também confere resistência à + 
clindamicina. 


Bombas de efluxo de macrolídeo ativo, codificadas pelos genes mef (efluxo de 
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macrolídeo) msrA e msrB, conferem um grau baixo a moderado de resistência a 
macrolídeo (CETIN et al., 2010; AKTAS et al., 2007; LINA et al., 1999). Na tabela 5, 
será tratado alguns aspectos relacionados ao mecanismo de resistência que algumas 
bactérias ao longo dos anos apresentaram aos antimicrobianos ao macrolídeos 
através da bomba de efluxo, mutação dos genes ribossomal e enzimas catalisadoras 


do fármaco. 
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Tabela 5. Mutações em proteínas e genes promovem resistência bacteriana por meio das variáveis bomba de efluxo, enzimas catalisadoras e mutações no 
ribossoma frente aos macrolídeos. 





Família Mef 








Características 


Proteínas 12 domínios transmembranares 
ligados por loops hidrofílicos 


Encontra-se principalmente em Gram 
Positivas 


Genes Mef, com subclasses Mef(A) e Mef(E) 


Resistência para ambas às subclasses, 
porém apenas para os que conferem 14 e 15 
membros em sua molécula, chamados de 
fenótipo M. 





Ação 


As bombas de Mef funcionam por 

meio de antiporters* que realizam 

uma troca do macrolídeo com um 
próton. 





Isolados resistentes 


S. aureus 
S. pneumoniae 
E. coli 
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Processo por Enzimas ou Mutação no Ribossomo 


S. pneumonia 
Mycobacteria 
Propionibacteria 
H. pylori 
E. coli 


Nesse aspecto cada bactéria apresentará | Mutações do nucleotídeo principal 
fatores intrínsecos conferindo resistência A2058 
bacteriana por modificações em bases 
específicas 


Mutação no RNA ribossomal 
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Modificação em macrolídeos 
esterases 


Enzimas Ere (A) e Ere (B) são capazes 
de hidrolisar o anel de lactona em 
macrolídeos de 14 membros 


Também é apresentando as esterases 
especificamente aos macrolídeos de 14 
e 15 membros 


Clivagem do éster macrocíclico por 
meio das esterases 


E. coli 


S. aureus 
Pseudomonas spp 





Modificação por kinases 
(phosphotransferases) 


Enzimas intracelulares 


Classificadas como mph (A)findutiva] e 
mph (B) [constitutiva] — genética móvel 


Inativa enzima em bactérias gram 
positivas e gram negativas 


Processo intracelular capaz de 
transferir o y-fosfato de trifosfato de 
nucleotídeo para a desosamina 20- 

OH 


Comprometendo a chave de 
macrolídeos com A2058 


ENcoli 





Modificação Glycosyltransferases 





Enzimas que apresentam duas dobras 
principais definidas como GT-A e GT-B 


Transferência de uma molécula de 
glicose catalisada por glucosil 
intracelular 





Processo de glicosilação intracelular 
inativando o antibiótico, mediada por 
enzimas glicosiltransferases, que 
transferem açúcares de doadores 
para espécies aceitadoras. 





Não relatado 








*É um cotransportador junto com uma proteína, neste caso Mef, que realizam um transporte ativo de uma ou duas moléculas ou íons por meio da membrana 
fosfolipídica, em direções opostas, realizando uma permuta de uma para dentro da célula e outra para seu meio externo. 

** MLSB: resistência a macrolídeos, lincosamidas e alguns membros da família estreptogramina B. 

Fonte: DINOS, 2017. 
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8. PERSPECTIVAS DE DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MACROLÍDEOS 

Desde a década de 1950, quando o primeiro macrolídeo foi isolado de 
Streptomyces, elucidadas as suas principais características químicas estruturais e 
grupos farmacofóricos, que por sua vez conferiam a ação antimicrobiana desta classe, 
se passaram pouco mais de 70 anos. Tendo em vista todo o cenário evolutivo, 
fomentado pelo uso irracional e aos fatores de virulência de antimicrobianos 
anteriormente descritos, fez-se necessário pensar em um futuro próximo, em que 
alguns antimicrobianos, dentre eles os macrolídeos, poderão se tornar ineficazes 
frente a cepas mais resistentes. 

Através do desenvolvimento de novos estudos, pesquisa e inovação, levados 
a cabo em vários centros ao redor do mundo, majoritariamente representados por 
universidades e pela indústria farmacêutica, cientes do eminente contexto de 
resistência bacteriana, se vem tentando trabalhar no desenho e desenvolvimento de 
novas moléculas, com auxílio das técnicas da química farmacêutica, no intuito de 
combater de forma segura e eficaz as cepas resistentes aos macrolídeos atualmente 
conhecidos, produzidos, comercializados e utilizados na clínica. 

Nos últimos dez anos, um dos casos que vêm sendo monitorados e tidos como 
mais preocupantes é o aumento de S. pneumoniae resistente a macrolídeos. Um 
estudo realizado recentemente com 1713 isolados de S. pneumoniae presentes em 
quatro continentes apontaram que apenas 62,2% deles eram sensíveis à 
azitromicina. Além do mais, o Programa de Vigilância Antimicrobiana americano 
(SENTRY) tem relatado que a proporção de S. pneumoniae resistente a eritromicina, 
no ano de 2011, aumentou para 55 %. Os dados são ainda mais alarmantes na Ásia, 
onde 73 % de S. pneumoniae se apresentam resistentes aos macrolídeos e demais 
classes de antimicrobianos (DINOS, 2017). 

Outras ferramentas para o desenvolvimento de novos macrolídeos incluem o 
procedimento de desenho de novas estruturas e modelagens moleculares na intenção 
de otimizar a estrutura de um produto químico, visando identificar um composto 
adequado para testes clínicos como um bom candidato a medicamento. Estes 
procedimentos dados são baseados no conhecimento da estrutura tridimensional dos 
macrolídeos e como sua forma permite que haja interação com a subunidade 
ribossomal 50S. Além do mais, procedimentos de engenharia genética precisam ser 
mencionados como grandes colaboradores, especialmente com respeito a policetídeo 
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sintases, os multi sistemas enzimáticos responsáveis pela biossíntese de 
macrolídeos, que aumentaramsubstancialmente o potencial de desenvolvimento 
desta classe de antimicrobianos (DINOS, 2017). 

Em 2017, foi relatado um avanço no desenvolvimento e síntese de macrolídeos, 
quando Seiple e companheiros de pesquisa apresentaram uma nova técnica de 
síntese total, com capacidade de gerar quaisquer tipos de macrolídeos de forma 
virtual. Na ocasião fora desenvolvida uma plataforma que emprega uma estratégia de 
desenho que envolve uma montagem multi-convergente de macrolídeos a partir de 
modelos de bases de dados de compostos químicos. Esta montagem utiliza oito 
destes compostos, através dos quais é possível introduzir mais uma gama de 
variedades dos mesmos, seguindo uma sequência de reações de acoplamento 
convergente para formar dois intermediários fundamentais, que por sua vez participam 
da próxima reação chave, conhecida como macrociclização. Além das modificações 
que podem ser realizadas nos compostos químicos iniciais, outras serão possíveis 
sejam em um passo posterior ou após a complementação do anel de lactona. Desta 
forma, uma verdadeira biblioteca de macrolídeos pode ser construída com 
aproximadamente trezentos compostos distintos (GOODMAN, 2013; FERNANDES, 
MARTEN; PEREIRA, 2017). 

Em estudo recente, utilizando a base de dados de compostos químicos já 
descrito anteriormente, em um processo de montagem altamente convergente, 
Goodman, Fernandes e companheiros de pesquisa, prepararam mais de 300 
protótipos de macrolídeos com estruturas diversas, dentre eles a telitromicina e 
solitromicina. Na ocasião, puderam identificar moléculas com diversas estruturas 
macrocíclicas, típicas de macrolídeos, que por sua vez apresentaram atividade 
satisfatória ante cepas resistentes à eritromicina, azitromicina e outros antibióticos 
atuais de diferentes classes (GOODMAN, 2013; FERNANDES, 
MARTEN;PEREIRA, 2017). 

A solitromicina, que se caracterizaria como uma terceira geração de 
macrolídeos, corresponde a um antimicrobiano disponível por via oral (VO) e 
intravenosa (IV), com administração sugerida para uma vez ao dia, e capacidade de 
ação contra os mesmos patógenos de outros macrolídeos, porém com a vantagem de 
ser bactericida e bacteriostático, sendo eficaz contra bactérias que apresentam 
resistência aos macrolídeos atuais. Isto restou evidenciado na realização de um 


estudo em que 38 % dos isolados de S. pneumoniae foram resistentes à azitromicina, 
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sendo 98,9 % e 100 % destes isolados inibidos pela solitromicina em valores de 
concentração inibitória mínima (MIC) de <0,25 e <1 mg/L, respectivamente. A 
solitromicina também inibiu 85,3 % dos isolados de Staphylococcus aureus sensíveis 
a meticilina dos quais apenas 58,7 % eram sensíveis à azitromicina. Por outro lado, 
a Food and Drug Administration (FDA), ainda que tenha reconhecido a sua eficácia, 
ainda não aprovou seu uso devido ao potencial risco ao fígado, recomendando que o 
fabricante realizasse um estudo de segurança clínica com 9.000 indivíduos. Ocorre 
que este tipo de investigação representa altos investimentos e ainda não se sabe se 
realmente será levado a cabo pelo fabricante (JOSE, 2017). 

A telitromicina, por sua vez, também representada por uma possível terceira 
geração de macrolídeos, disponível por VO e administração sugerida de 800 mg uma 
vez ao dia por um período de 7 a 10 dias. Tinha a capacidade de inibir a síntese 
proteica de bactérias por ligação a dois locais na subunidade ribossômica 5058. 
Sendo indicada no tratamento de pneumonia adquirida na comunidade (PAC) leve 
a moderada devido a Streptococcus pneumoniae (incluindo isolados 
multirresistentes), Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Chlamydophila 
(também conhecida como Chlamydia) pneumoniae ou Mycoplasma pneumoniae em 
pacientes adultos. Ocorre que também foram relatados alguns inconvenientes 
proveniente do uso da substância, dentre os quais se destacam: problemas 
gastrointestinais, dor de cabeça, tontura, vômitos, náuseas, sonolência, fadiga, 
insônia, vertigem, erupções cutâneas, dor abdominal, desconforto gástrico, dentre 
outros, o que foi um dos motivos pelo qual foi descontinuada sua produção e 
consequente comercialização nos Estados Unidos (PERRET et al., 2012). 

No combate à malária, por exemplo, os macrolídeos continuam a ser 
interessantes, isto porque exibem um bom perfil de segurança em crianças e mulheres 
grávidas. Os antimicrobianos desta classe, licenciados atualmente, são de uso 
limitado visto que requerem exposição prolongada. Isso está diretamente relacionado 
ao efeito desejado pelas drogas: foco específico na tradução do apicoplasto no 
crescimento do parasita. 

Recentemente, vários novos compostos gerados pela química medicinal 
tradicional foram descritos como potencializadores da eficácia relativamente pobre 
das moléculas no tratamento de curto prazo. Foi, então, utilizado um simples 
plasmídeo, como sistema microbiano hospedeiro e como plataforma confiável para 


gerar derivados de macrolídeos que seriam impossíveis de se obter pela química 
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tradicional usada em outros estudos. No sistema de bioconversão utilizado por 
Fernandes, Martens e Pereira, se demonstra a flexibilidade do par glicosiltransferase 
em direção ao macro-substrato com modificações da glicose ou do tamanho do anel 
demacrolactona. Esta glicosiltransferase também é flexível em relação ao substrato 
de glicose, sugerindo que uma variedade de derivados de macrolídeos muito mais 
ampla pode ser criada através de combinações biossíntese natural com este método. 
Além disso, é viável usar este processo debioconversão para criar novos macrolídeos 
antimaláricos através da adição de glicosamina aos macrolídeos sintéticos 
tradicionais, com um grupo 6-OH livre (GOODMAN, 2013). 

Ainda no estudo de Fernandes, Martens e Pereira, realizando uma comparação 
com os precursores de macrolídeos, os dois novos componentes testados 
demonstraram um aumento acentuado na eficácia contra P. falciparum após uma 
exposição de curto prazo, enquanto ainda permanecendo eficaz em concentrações 
nanomolares por mais tempo. A eficácia melhorada após exposições de curto prazo é 
improvável que resulte de uma melhor inibição do sistema trans procariótico de 
instalação no apicoplasto, porque direcionando o mecanismo de tradução do 
apicoplasto através de macrolídeos e outros antibióticos resulta em um efeito de morte 
retardada, com o parasita sobrevivendo por um ciclo de vida completo antes do início 
da inibição do seu crescimento (GOODMAN, 2013). 

Esta melhoria na eficácia de curto prazo dos compostos mencionados, 
combinado com a leve perda de atividade após a exposição de longo prazo, sugerem 
que esses compostos estão atingindo um novo alvo. A correspondência da relação 
entre uma maior atividade antiparasitária e uma menor atividade antibacteriana nestes 
compostos indica que seja improvável que o novo alvo seja o apicoplasto. Um alvo 
não apicoplástico para os macrolídeos modificados também é congruente com a 
resposta de parasitas exoeritrocíticos a estes compostos modificados. Tratamento de 
infecções de células hepáticas com baixa as concentrações micromolares de 
azitromicina têm pouco efeito sobre desenvolvimento de parasitas e parasitas tratados 
com maior concentração trações são inibidas apenas muito tarde (64 a 72 h) na 
infecção (GOODMAN, 2013). 

Fernando, Martens e Pereira conseguiram demonstrar que tanto o processo de 
biotransformação apresentado, quanto o sintético da química tradicional mostram que 
as atividades antibacteriana e antiparasitária dos macrolídeos podem ser moduladas 


de forma individual. No entanto, ainda não está elucidado se a inibição da tradução 


124 


do apicoplasto, com seu efeito retardado, e o alvo não apicoplástico (ainda sem 
identificação) são mutuamente exclusivos. Os dados obtidos sugerem que a tradução 
do apicoplasto ainda é alvo de novos derivados, sendo assim, abre-se a possibilidade 
de desenvolver um único composto que produz perfis de ação rápida e lenta visando 
dois processos metabólicos separados do parasita, que constituem uma abordagem 
interessante na mitigação da resistência parasitária (GOODMAN, 2013). 

A partir deste breve apanhado de estudos, pesquisas e desenvolvimento de 
novas moléculas, pode-se perceber uma preocupação da comunidade científica com 
os dados alarmantes emitidos por centros de vigilância ao redor do mundo, em que 
vem sendo relatada uma crescente no número de espécies microbiológicas 
resistentes às diversas classes de antimicrobianos atualmente disponíveis na prática 
clínica. Existem várias técnicas provenientes da química farmacêutica que vêm sendo 
utilizadas, aprimoradas e desenvolvidas, tudo isso para que se consiga mitigar o risco 
iminente de contaminação por cepas altamente resistentes. Todavia, é necessário 
ainda mais investimento em pesquisas para que se possa desenvolver estes 
medicamentos, dentre eles macrolídeos de novas gerações, conferindo-lhes mais 
potência e mantendo a segurança e eficácia quando utilizados por 
indivíduos infectados. 
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RESUMO: As quinolonas e fluoroquinolonas são grupos relacionados de 
antimicrobianos, derivados do ácido nalidíxico, são amplamente usados na medicina 
clínica para o tratamento das infecções bacterianas. O mecanismo de ação das 
quinolonas como drogas antibacterianas consiste em inibir a síntese de DNA 
bacteriana ao interagir com as enzimas DNA girase bacteriana e topoisomerase IV 
que é responsável por neutralizar o superenrolamento do DNA durante a replicação e 
permitir a segregação de cromossomos de células filhas. A resistência bacteriana às 
quinolonas pode ocorrer por dois processos: mutações nos genes bacterianos, nas 
enzimas essenciais em sua replicação (DNA Girase e Topoisomerase IV) e pela 
redução da concentração intracelular da quinolona através da ação de sistemas de 
expulsão do fármaco e diminuição da expressão de porinas. Assim, o objetivo do 
presente capítulo é explanar os principais mecanismos relacionados com essa classe 
de antimicrobianos. 


PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos. Quinolonas. Fluoroquinolonas. 


ABSTRACT: As quinolonas e fluoroquinolonas são grupos relacionados de 
antimicrobianos, derivados do ácido nalidíxico, são amplamente usados na medicina 
clínica para o tratamento das infecções bacterianas. O mecanismo de ação das 
quinolonas como drogas antibacterianas consiste em inibir a síntese de DNA 
bacteriana ao interagir com as enzimas DNA girase bacteriana e topoisomerase IV 
que é responsável por neutralizar o superenrolamento do DNA durante a replicação e 
permitir a segregação de cromossomos de células filhas. A resistência bacteriana às 
quinolonas pode ocorrer por dois processos: mutações nos genes bacterianos, nas 
enzimas essenciais em sua replicação (DNA Girase e Topoisomerase IV) e pela 
redução da concentração intracelular da quinolona através da ação de sistemas de 
expulsão do fármaco e diminuição da expressão de porinas. Assim, o objetivo do 
presente capítulo é explanar os principais mecanismos relacionados com essa classe 
de antimicrobianos. 


KEYWORDS: Antimicrobials. Quinolones. Fluoroquinolones. 
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1. INTRODUÇÃO 

As quinolonas são potentes antibióticos bactericidas, com boa aceitabilidade oral, 
que agem em grande variedade de microrganismos, sendo alguns fármacos 
limitados quanto ao espectro de ação (KATZUNG, 2017). Para efeitos desta 
publicação, será utilizado o termo quinolonas, a se referir a dois grupos de 
substâncias: as quinolonas não fluoradas e as fluoroquinolonas. Ambas atuam no 
processo de replicação do DNA bacteriano, inibindo as enzimas DNA girase e 
topoisomerase IV, e portanto, mutações adquiridas nos genes bacterianos 
codificantes são o principal mecanismo de resistência bacteriana, além de 
transporte ativo para o meio extracelular. Clinicamente, seu uso principal está 
relacionado com infecções urinárias, infecções sexualmente transmissíveis, 
infecções gastrointestinais e abdominais, infecções do trato respiratório 
(BRUNTON, 2012). 

As quinolonas foram encontradas ao acaso, pois foi descoberta durantea 
síntese de cloroquina, pelos Laboratórios Sterling-Winthrop na década de 1960. No 
processo de síntese ocorreu a produção de um composto halogenado que tinha 
ação antibiótica para bactérias gram-negativas, porém esse subproduto da síntese 
não teve seu uso clínico, sendo utilizado como primeira quinolonas, o ácido nalidíxico 
(SILVA, 2010). O protótipo seguiu inúmeras modificações moleculares que 
permitissem ampliação da classe, principalmente nos anos de 1980. Apesar de sua 
descoberta química ao acaso, na década de 60, o termo “quinolonas” já existia há 
pelo menos 10 anos, tendo sido utilizada para uma droga não ativa resultado da 
degradação de certos alcalóides (TAVARES, 2014). 

As alterações químicas permitiram obtenção de moléculas com espectros 
variados, e com características farmacocinéticas distintas. Essas informações 
permitem que as quinolonas sejam classificadas em gerações, a partir da 
combinação de dados. Essa classificação é pouco utilizada e questionada por 
muitos autores, porém segundo King e col. (2000) e por Ambrose e Owens Jr. 
(2000), as quinolonas podem ser classificadas em quatro gerações. 


2. QUÍMICA DAS QUINOLONAS E FLUOROQUINOLONAS 
As quinolonas, assim como a maior parte das classes de fármacos, possui um 
esqueleto carbônico comum aos seus congêneres. Nas quinolonas, o comum aos 


fármacos é o anel heterocíclico de 10 membros, o 4-oxo-1,4-dihidroquinolina com 
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substituições N1, C3, C4, C6 (R6), C7 (R7) e C8 (X), como mostrado na Figura 1. Nas 
quinolonas, há substituição comum em C3 por um ácido carboxílico. Nas 
fluoroquinolonas, adicionadas às alterações na estrutura básica das quinolonas, estão 
a substituição de R6 por Flúor (F) e de R7 por uma piperazina, que pode estar ou não 
substituída, a depender do fármaco (STEFANI, 2009). 


Figura 1: Estrutura química comum aos fármacos das classes: quinolonas (A) e fluoroquinolonas (B). 
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Fonte: Os autores. 


A combinação de substituintes nas duas classes permitiu 22 substâncias ativas, 
comercializadas atualmente no mundo, que se diferem em espectro de ação e efeitos 
adversos específicos, por exemplo. Nas quinolonas, os fármacos disponíveis são: 
ácido nalidíxico, ácido pipemídico, cinoxacino, ozenoxacino, pefloxacino, rosoxacino. 
Nas fluoroquinolonas, os fármacos disponíveis são: besifloxacino, ciprofloxacino, 
clinafloxacino, delafloxacino, enoxacino, finafloxacino, flumequina, gatifloxacino, 
gemifloxacino, levofloxacino, lomefloxacino, moxifloxacino, norfloxacino, ofloxacino, 
sparfloxacino, trovafloxacino. Nem todos estão disponíveis no Brasil, e possuem 
espectro de ação e usos clínicos distintos. 

A relação estrutura-atividade tem reflexos diferentes a partir de diferentes 
posições e substituições realizadas, que podem ocasionar alterações individual ou 
coletivamente, como abordado por Kuhlmann et al. (1998) e Mitscher (2005). 

a. N-1 substituições - As quinolonas clássicas possuem substituição N-1, com 
pequenas cadeias alifáticas não polares, que são funcionalmente preferíveis. Poucas 
substituições polares incrementam efeito, a exemplo, halogenação da cadeia alifática 
que amplia o espectro anti-Gram negativa, anti-Gram positiva e não possui REA com 
anaeróbios. Outra subfamília de N-1 substituições são os N-1 Ciclopropil que 
incrementa ação anti- Gram negativa, com modulação secundária de outros 
substituintes da molécula quanto à características farmacológicas. Pela proximidade 
estrutural, os substituintes N-1 e C-8 podem fundir-se formando um terceiro anel 


cíclico na estrutura, gerando um carbono quiral, que acarreta mais possíveis 
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problemas quanto à pureza da mistura racêmica obtida, que incremento de atividade 
antimicrobiana; também não sendo significativa a alteração do átomo ligado ao C-8 
(C, O, S). A substituição N-1 por uma cadeia aril, em especial fluorobenzeno e 
difluorobenzeno, causa aumento de toxicidade, e nenhuma vantagem clínica que 
tenha permitido finalização de estudos clínicos. Outra substituições foram realizadas, 
porém os fármacos não apresentaram vantagens farmacológicas, ou quando 
apresentavam (N-1 t-butil para anti-Gram positiva) eram instáveis em preparações 
farmacêuticas. A especificidade das quinolonas segue: Gram-positivos (aril> etil> 1,8- 
fundido> c-propil, Gram-negativos (etil = c-propil> aril> 1,8-fundido). 

b. C-2 substituído - Alterações em C-2 não são significativas, mantendo-se o 
CH como único substituinte atual. 

c.C-3 e C-4 substituídos - Esses carbonos possuem relação coplanar 
necessária para formação de ligação de hidrogênio no sítio ativo das quinolonas, 
portanto substituições não surtiram interesse comercial. A esterificação em C-3 
permite que quinolonas possam ser administradas como pró fármacos que que são 
oxidados no organismo, especialmente para alteração de lipofilicidade e uso de novas 
vias de administração. A C-4 carbonila é essencial para a bioatividade, relacionada 
com interação eletrônica e ressonância com os pares de bases do DNA. 

d. C-5 substituídos - Os substituintes ideiais são pequenos e polares, embora 
contribuam para a fototoxicidade. 

e. C-6 substituídos - A fluoração em C-6 é responsável pela classe das 
fluoroquinolonas e aumento da especificidade pela DNA-girase, e atua em 
consonância com alterações em C-7 e C-8. Apesar de ser uma substituição na maior 
parte das quinolonas, a fluoração pode estar relacionada com genotoxicidade e efeitos 
no SNC. Outras substituições têm sido desenvolvidas no grupo das quinolonas não 
fluoradas. 


f. C-7 substituídos - É a posição mais versátil de substituição, sendo o uso de 
sistemas cíclicos com uma amina secundária ou terciária preferíveis para aumento de 
potência e melhoria de propriedades farmacocinéticas. A depender do anel cíclico 
adicionado, são relatadas subfamílias C-7 substituídas das quinolonas, algumas com 
fármacos disponíveis no mercado. 

g. C-8 substituídos - A substituição C-8 tem papel principal na especificidade 
entre as enzimas DNA girase e Topoisomerase IV. O substituinte C-8 tem importante 
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relação com outros substituintes, em especial C-7 e C-5. É a substituição que mais 
permite geração de carbonos quirais e obtenção de estereoisômeros que podem ou 


não ter implicações tóxicas. 


3. MECANISMO DE AÇÃO 

As Quinolonas são enquadradas como drogas bactericidas pois causam a morte 
da bactéria por meio da inibição da síntese do DNA bacteriano, impedindo sua 
replicação. A entrada do fármaco na célula bacteriana se dá através da porina, uma 
proteína transmembranar responsável pela difusão de moléculas pela membrana. 
Uma vez dentro da célula bacteriana, os alvos das quinolonas serão enzimas 
essenciais e envolvidas no processo de replicação e transcrição do DNA bacteriano, 
como a enzima DNA Girase, responsável pelo superenrolamento negativo do DNA 
(ANVISA, 2007). Em sua forma relaxada, o DNA apresenta uma forma de dupla hélice 
onde esta poderá sofrer uma torção e ser enrolada, contudo, para que ocorra a 
replicação, as duas cadeias de DNA precisam ser separadas, isto é, desenroladas 
(ANVISA, 2007). Dessa forma, ao inibirem a ação da DNA Girase, a torção nas fitas 
do DNA bacteriano não é desfeita, promovendo uma série de fragmentações ao longo 
da cadeira que comprometem a continuidade da replicação bacteriana. 

Outra enzima inibida pelas quinolonas é a Topoisomerase IV, cuja função 
baseia- se na remoção de uma das fitas do DNA circular, reestruturando-a e unindo- 
as novamente na sequência, gerando fitas de DNA que serão direcionadas para novas 
células filhas (CUE BRUGUERAS et al., 2005). Nesse contexto, ao ter sua atividade 
inibida pelos fármacos, a Topoisomerase IV não consegue separar as fitas de DNA, 
comprometendo a replicação e multiplicação celular da bactéria. 

A inibição da Topoisomerase IV, em microrganismos Gram-positivos, é mais 
acentuada em relação à inibição da DNA Girase. Todavia, em microrganismos Gram- 
negativos, ocorre o inverso (WALLEN, 2018). Dessa forma, é necessário avaliar o 
grau da atividade das Quinolonas em ambas enzimas antes de considerá-las no 


tratamento de infecções. 
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Figura 2. Mecanismo de ação das quinolonas: inibição da Topoisomerase IV. 
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Fonte: adaptado de Kohanski, Dwyer et al., 2010. 


As interações intermoleculares entre as quinolonas e os pares de bases e os 
resíduos de aminoácidos são estritamente importantes para a funcionalidade de ação 
bactericida, impedindo a proliferação do DNA bacteriano. A partir das análises de 
Llorente, Leclerc e Cedergren (1996) (Figura 3), a molécula básica das quinolonas 
interage com a enzima e com a fita de DNA a partir de interações eletrostáticas curtas, 
interações hidrofóbicas, empilhamento Tr, e principalmente ligações de hidrogênio. 


Figura 3. Sumário de interações intermoleculares entre as moléculas de quinolonas no seu sítio de 
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Fonte: Adaptado de LLORENTE; LECLERC; CEDERGREN, 1996. 
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4. MECANISMOS DE RESISTÊNCIA BACTERIANA 

Um dos principais empecilhos da Antibioticoterapia é a ocorrência de 
resistência bacteriana ao fármaco utilizado, tornando o tratamento ineficaz 
(FURTADO et al., 2019). Além disso, pode-se agravar o quadro clínico do paciente, 
levando, inclusive, ao óbito. As bactérias podem adquirir resistência às Quinolonas 
por meio de dois processos (SILVA; HOLLENBACH, 2010): o primeiro deles é a partir 
de mutações cromossômicas nos genes da bactéria que reduzem a afinidade da 
ligação do fármaco com o local de ação, além de mutações nos genes que 
expressam as enzimas DNA Girase e Topoisomerase IV, possibilitando a não inibição 
dessas enzimas pelas drogas quinolonas. 

O outro mecanismo de resistência se dá por meio de modificações na 
permeabilidade da membrana bacteriana em relação ao fármaco, o que causa uma 
redução nas concentrações das quinolonas no interior da célula. Modificações na 
expressão e na quantidade das porinas também influenciam o processo de resistência 
as quinolonas, já que estas proteínas são responsáveis pela entrada do fármaco na 
célula bacteriana. Sabe- se, ainda, da existência de um sistema de bombas de efluxo 
que “expulsam” concentrações significantes da fluoroquinolona do interior da célula 
(CHAVEZ- JACOBO et al., 2015). 

Figura 4. Sistema bacteriano de expulsão, um dos mecanismos de resistência bacteriana. A proteína 
(A) presente na Membrana Interna (Ml) leva as Quinolonas ao citoplasma bacteriano; (B) Proteína da 


Membrana Externa (ME) expulsa o fármaco ao exterior da célula; (C) Proteína que liga os 
componentes membranares. 
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Fonte: Adaptado de CHAVEZ-JACOBO et al., 2015. 


5. QUINOLONAS E IMUNOMODULAÇÃO 
Na literatura é descrito que algumas classes de antibióticos apresentam ação 
não apenas sobre as bactérias, mas também apresentam efeitos sobre as células 
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eucarióticas, atuando na modulação da resposta imune por diferentes mecanismos. A 
classe de antibióticos sintético com ação imunomoduladora mais evidenciada são as 
fluoroquinolonas (FQs). As fluoroquinolonas são uma das classes mais importantes 
de agentes antimicrobianos prescritos atualmente. No desenvolvimento das 
substâncias desta classe o núcleo básico 4-quinolona sofreu modificações dos seus 

grupos químicos pelo flúor resultando em importantes alterações na atividade 
antimicrobiana, nas propriedades farmacocinéticas, e feitos sobre o sistema imune. 

Nos anos de 1990, um grupo de pesquisadores observou que em uma cultura 
de linfócitos humano as 4-quinolonas, devido uma estimulação causada pela 
fitohemaglutina os níveis de interleucina 2 (IL-2) aumentou em até 100 vezes devido 
a dois fatores o de recuperação e aumento da produção de IL-2 (RIESBECK et 
al., 1989). 

Estudando o papel imunomodulador da ciprofloxacina pesquisadores 
observaram que em amostras de sangue periférico humano nos monócitos isolados 
células mononucleares modula ocorreu a superprodução de prostaglandina E (2) 
sugerindo o efeito estimulante da ciprofloxacina sobre a produção de prostaglandinas 
E2. Esse efeito decorrente da modulação da resposta imune dos monócitos é 
demonstrado como sendo dependente da concentração da ciprofloxacina no 
organismo, como nas FQs no geral (TAKAHASHI et al., 2005; RIESBECK et al., 1989). 

Nos últimos anos, novas evidências vêm confirmando as FQs atuam como 
imunomoduladores em humanos e animais, reduzindo infecções causadas por 
organismos. Essa característica está associada principalmente à diminuição da 
síntese de citocinas pró-inflamatória como Il-1 e TNF (DALHOFF, 2005). A 
moxifloxacina atua como um agente anti-inflamatório em células monocíticas 
estimuladas com conídios de Aspergillus fumigatus inibindo a secreção de citocinas, 
NFkappaB e ERK1/2, aumentados previamente, devido a uma estimulação de 4. 
fumigatus (SHALIT, 2005). Em síntese, os mecanismos mais relatados pelos quais as 
FQs podem atuar são: atuando sobre o AMP cíclico intracelular e nas fosfodiesterase; 
causando um efeito desencadeante nas células da resposta SOS bacteriana a partir 
dos efeitos sobre o AMP cíclico intracelular. 


6. USOS CLÍNICOS, EFEITOS ADVERSOS E PARTICULARIDADES 


O quadro 1 sinteriza os principais usos clínicos, efeitos adversos e 
particularidades das quinolonas e fluoroquinolonas. 
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Quadro 1. Fármacos da classe das quinolonas, seus usos clínicos, efeitos adversos e particularidades. 


Indicado no tratamento de infecções urinárias e 
Ácido intestinais causadas por organismos Gram- 
nalidíxico negativos (exceto espécies de Pseudomonas ) - 
pouco utilizado atualmente. 


Indicado no tratamento de infecções urinárias 
causadas por organismos gram-negativos e 
algumas bactérias gram-positivas. 


Ácido 
pipemídico 


Indicado no tratamento de infecções urinárias. 


Cinoxacino 


) Impetigo, causado por Staphylococcus aureus ou 
Ozenoxacino Streptococcus pyogenes. 


Indicado para o tratamento de infecções 
ginecológicas, na pele ou respiratórias. 


Pefloxacino 


R : Tratamento de infecções do trato urinário e certas 
RS OCO infecções sexualmente transmissíveis. 


Efeitos no Sistema Nervoso Central: 
Sonolência, tontura, fraqueza, 
cefaleia e vertigem. 


Náuseas, gastralgia, anorexia, 
diarréia e, raramente, vômito ou 
constipação. 


Gastrointestinais: diarreia, náuseas, 
vômitos, Imunológico: reação de 
hipersensibilidade, Neurológico: 

tontura, dor de cabeça. 


Síndrome de supercrescimento 
bacteriano, micose 


Gastrintestinal: Dor ou desconforto 
na barriga; diarreia; náusea ou 
vômito. SISTEMA NERVOSO 

CENTRAL: tontura, sensação de 
queda iminente, dor de cabeça, 
nervosismo, sonolência, insônia. 


Gastrointestinais: diarreia, náuseas, 
vômitos. 





Primeira molécula a ser 
descoberta na classe quinolona. 
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Quadro 2. Fármacos da classe das fluoroquinolonas, seus usos clínicos, efeitos adversos e particularidades. 





Fármaco 


Uso clínico 


Efeitos adversos 


Particularidades 





Besifloxacino 


Conjuntivite bacteriana 


Hiperemia conjuntival (2%) 





Ciprofloxacino 


Prostatite bacteriana crônica; Sinusite bacteriana aguda; 
Bronquite crônica, exacerbações agudas; Campilobacteriose - 
infecção por HIV; Neutropenia febril, terapia empírica; Infecção 
óssea - Doença infecciosa da articulação; Infecção de pele e / 

ou tecido subcutâneo; Doença diarreica infecciosa; Doença 
infecciosa do abdômen; Antraz inalatório, pós- exposição; Otite 
externa aguda, causada por Pseudomonas aeruginosaou 
Staphylococcus aureus, Otite média bilateral com efusão - 
Timpanostomia; Praga; Pielonefrite aguda, não complicada; 
Pielonefrite complicada; Febre tifóide; Doença infecciosa do 
trato urinário, grave ou complicada; Doença infecciosa do trato 
urinário, não complicada; 


Dermatológicos: erupção cutânea 
(até 1,8%); Gastrintestinais: 
diarreia, náusea. vômitos (adulto, 
1% a 2%; pediátrico, 4,8 %); 
Neurológico: dor de cabeça (até 
3%); Psiquiátrico: irritabilidade 
(5%); Respiratório: secreção nasal 
(3%), nasofaringite (5%) 





Clinafloxacino 





Delafloxacino 


Pneumonia e infecções de pele; 


Gastrointestinais: diarreia (8 %), 
náuseas (8%), vômitos (2 %); 
Hepático: nível ALT / SGPT 
aumentado, nível AST / SGOT 
aumentado; Neurológico: dor de 

cabeça 





Enoxacino 


Descontinuado 





Finafloxacino 


Otite externa, aguda, causada por cepas de Pseudomonas 
aeruginosa e Staphylococcus aureus 


Gastrointestinal: náusea (1 %) 





Flumequina 


Removido do uso 
Clínico 








Gatifloxacino 





Conjuntivite bacteriana; Bronquite crônica; Exacerbação 
bacteriana aguda; Gonorréia; Infecção de pele e / ou tecido 
subcutâneo, não complicada; Pielonefrite; Sinusite aguda; 
Doença infecciosa do trato urinário. 





Gastrointestinal: sensação do 
paladar alterada (1 % a 4 %); 
Oftálmico: Conjuntivite, 
Exacerbação (1 % a 10 %), 
Produção excessiva de lágrimas 
(5 % a 10 %), Ceratite (5 % a 





descontinuados do 
mercado global 
devido a 
considerações 
comerciais da Bristol- 
Myers Squibb. a partir 
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10 %), Conjuntivite papilar 
(5 % a 10 %) 


de 2 de junho de 
2006. 








Gemifloxacino 





Exacerbação bacteriana aguda de bronquite crônica; 
Pneumonia adquirida na comunidade. 





Dermatológicas: erupção 
cutânea (3,5 %.); 
Gastrointestinais: Dor 
abdominal (2,2 %.), Diarreia (5 %), 
Náusea (3,7 %.), Vômitos (1,6 %.); 
Neurológico: tonturas (1,7 %.), 
Dor de cabeça (4,2 %.) 
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Levofloxacino 


Exacerbação bacteriana aguda de bronquite 
crônica;Conjuntivite bacteriana; Prostatite 
bacteriana crônica; Sinusite bacteriana 
aguda; Pneumonia adquirida na 
comunidade; Infecção complicada do trato 
urinário; Pneumonia adquirida em hospital; 
Infecção de pele e / ou tecido subcutâneo; 
Antraz inalatório, pós-exposição; Praga; 
Pielonefrite aguda; Infecção não complicada 
do trato urinário; 


Gastrintestinais: diarreia (oftálmica, 1 % 
a 2 %; oral ou intravenosa, 5 %), náusea 
(oftálmica, 1 % a 2 %; oral ou 
intravenosa, 7 %); Neurológico: tontura 
(3 %), dor de cabeça (6 % a 10 %), 
insônia (4 %) 





Lomefloxacino 


Exacerbação bacteriana aguda de bronquite 
crônica; Infecção pós-operatória, devido à 
biópsia transretal da próstata; Doença 
infecciosa do trato urinário. 


Dermatológicas: fototoxicidade, pode 
ser grave Gastrointestinal: diarreia, 
náusea Neurológico: tontura, dor de 

cabeça 


(Maxaquin (R)) não está mais 
disponível nos Estados Unidos. 





Moxifloxacino 


Exacerbação infecciosa aguda de doença 
pulmonar obstrutiva crônica; Conjuntivite 
bacteriana;Sinusite bacteriana aguda; 
Pneumonia adquirida na comunidade; 
Infecção de pele e / ou tecido subcutâneo; 
Infecção de pele e / ou tecido subcutâneo, 
não complicada; Doença infecciosa do 
abdômen, complicada; Praga; Tratamento e 
Profilaxia 


Endócrino metabólico: hipocalemia 
(1 %)Gastrintestinais: dor abdominal 
(2 %), constipação (2 %), diarreia 
(6 %), náuseas (7 %), vômitos (2 %) 
Hepático: nível de ALT / SGPT anormal 
(1 %) Neurológico: tonturas (3 %), dor 
de cabeça (4 %) Oftálmico: olhos secos 
(oftálmicos, 1 % a 6 %), ceratite 
(oftálmicos, 1 % a 6 %), dor nos olhos 
(oftálmicos, 1 % a 6 %), acuidade 
visual reduzida (oftálmicos, 1 % a 6 %) 


Moxifloxacino 








Norífloxacino 





Conjuntivite bacteriana; Gonorréia; 
Prostatite; Doença infecciosa do trato urinário; 





Gastrointestinais: náuseas (2,6 % a 
4,2 %), cólicas estomacais (2,6 %); 
Neurológico: tonturas (1,7 % a 2,6 %), 
dor de cabeça (2 % a 2,8 %) 





A comercialização e distribuição 
de norfloxacina foram 
interrompidas nos Estados 
Unidos. 
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Sparfloxacin (Zagam (R)) não 





Sparfloxacino 


Bronquite crônica, 
Exacerbação bacteriana 
aguda Pneumonia 





adquirida na comunidade 


Dermatológica: fotossensibilidade 
Gastrointestinais: diarreia, indigestão, 
náuseas 
Neurológico: tontura, dor de cabeça 


está mais disponível nos Estados 
Unidos. 








Dermatológico: prurido (1 %) 





Ofloxacino 


Exacerbação bacteriana aguda de bronquite 

crônica; Otite média aguda - Timpanostomia; 

Conjuntivite bacteriana; Infecção por clamídia; 

Otite média purulenta crônica - perfuração da 
membrana timpânica; Pneumonia adquirida 

na comunidade;Ulcera da córnea; Cistite não 

complicada;Gonorréia; Infecção por 
Staphylococcus aureus; Doença infecciosa 
do trato urinário, complicada 


Gastrointestinais: diarreia (1 %), 
náuseas (3 %), vômitos (1 %) 
Neurológico: tonturas (1 %), dor de 
cabeça (1 %), insônia (3 %) Oftálmica: 
sensação de queimação nos olhos, dor 
nos olhos Reprodutivo: Prurido dos 
órgãos genitais, Feminino (1 %), 
Vaginite (1 %) 





Trovafloxacino 





Infecções no geral Pneumonia; Bronquite 
(infecções pulmonares); Sinusite; Infecções 
abdominais e pélvicas; Salpingite (infecção 
das trompas de falópio) e Uretrite e cervicite 

causadas por gonococos 





Náuseas; Cefaleias; Vômitos; Diarreia; 
Dores abdominais. 











Fonte: Os autores. 
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7. CONCLUSÃO 

Nota-se, portanto, que as Quinolonas e Fluoroquinolonas são antibióticos com 
importante indicação e atuação na medicina clínica. Seus mecanismos de ação são 
bem elucidados e definidos através da inibição das enzimas essenciais à replicação e 
transcrição do DNA bacteriano: a DNA Girase e a Topoisomerase IV. Além disso, 
estudos acerca da relação estrutura-atividade fornecem informações primordiais 
sobre diferentes características e propriedades desses fármacos, como uma maior 
afinidade às enzimas alvo ou até mesmo efeitos potencialmente tóxicos a depender 
dos substituintes presentes na molécula. 

Ademais, assim como a maioria dos antimicrobianos, as bactérias podem 
desenvolver mecanismos de resistência às Quinolonas e Fluoroquinolonas, por meio 
de mutações genéticas que minimizam a atuação do fármaco no local de ação, 
alterações nos genes das próprias enzimas alvo ou pela existência de um sistema de 


efluxo que retira concentrações significantes dos fármacos do interior da célula. 
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CAPÍTULO 10 


APLICAÇÕES CLÍNICAS DOS GLICOPEPTÍDEOS NAS 
UNIDADES DE TERAPIA INTENSIVAS 
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RESUMO: O desenvolvimento de organismos resistentes é, sem dúvida, o principal 
problema que ameaça o sucesso continuado dos fármacos antimicrobianos. O uso 
excessivo e inapropriado de antibióticos, sobretudo os de largo espectro utilizados na 
terapia empírica, propiciou um aumento significativo na prevalência de patógenos 
com resistência a múltiplos fármacos. Além disso, a natureza crítica das doenças e a 
necessidade frequente de procedimentos invasivos nas Unidades de Terapia 
Intensiva (UTIs) tornaram esses serviços o epicentro de condições clínicas graves (Ex: 
sepse) e patógenos multirresistentes. Antimicrobianos potentes, como os 
glicopeptídeos, têm se tornado recursos fundamentais no manejo dessa situação, 
descrevendo vantagens em eficácia e farmacocinética. Por isso, seu uso deve ser 
restrito à situações de extrema necessidade e contra infecções de patógenos 
sensíveis aos glicopeptídeos. 


PALAVRAS-CHAVE: Resistência bacteriana. UTI. Glicopeptídeos. 


ABSTRACT: The development of resistant organisms is undoubtedly the main problem 
that threatens the continued success of antimicrobial drugs. The excessive and 
inappropriate use of antibiotics, especially those with a broad spectrum used in 
empirical therapy, provided a significant increase in the prevalence of pathogens with 
resistance to multiple drugs. In addition, the critical nature of diseases and the frequent 
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need for invasive procedures in Intensive Care Units (ICUs) have made these services 
the epicenter of serious clinical conditions (eg, sepsis) and multidrug-resistant 
pathogens. Potent antimicrobials, such as glycopeptides, have become fundamental 
resources in the management of this situation, describing advantages in efficacy and 
pharmacokinetics. Therefore, its use should be restricted to situations of extreme need 
and against infections of pathogens sensitive to glycopeptides. 


KEYWORDS: Bacterial resistance. ICUs. Glycopeptides. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os principais representantes dos antimicrobianos glicopeptídeos são a 
vancomicina e a teicoplanina. Ambos têm se tornado os fármacos de primeira linha no 
tratamento de infecções por bactérias Gram-positivas com resistência a diversos 
antibióticos (BUGANO et al., 2011). Entretanto, apesar de serem extremamente 
efetivos contra esse tipo de microrganismo, são a última opção no tratamento, dando- 
se prioridade antes aos antimicrobianos menos potentes (GUIMARÃES; MOMESSO; 
PUPO, 2010). 

Tanto a vancomicina quanto a teicoplanina possuem mecanismos de ação 
semelhantes ao inibirem a síntese da parede celular por meio de sua ligação firme à 
extremidade terminal d-Ala-d-Ala do pentapeptídeo peptidoglicano nascente (Figura 
1). Essa ligação impede o alongamento dos peptidoglicanos componentes da parede 
celular bacteriana, tornando a célula enfraquecida e suscetível à lise. Além disso, 
ocorre a desestabilzação da membrana plasmática bacteriana (GUIMARÃES; 
MOMESSO; PUPO, 2010). Devido a essas características, especialmente a ação 
contra a parede celular de peptideoglicanos, essas drogas possuem ação 
exclusivamente contra bactérias gram-positivas (SILVEIRA, et al., 2006 ) (Figura 2). 


Figura 1. Vancomicina atuando na inibição da Transpeptidação do peptidoglicano imaturo para o 
maduro, através da sua ligação da extremidade terminal d-Ala-d-Ala do peptidoglicano nascente. 
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Legenda: MP= Membrana Plasmática; EP=Espaço Periplasmático. 
Fonte: Adaptado de Silveira et al. (2006) 
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A vancomicina possui ação bactericida para bactérias Gram-positivas, em 
concentrações de 0,5 a 10 mcg/mL, incluindo os estafilococos patogênicos produtores 
de beta-lactamase resistentes à meticilina. A vancomicina é pouco absorvida pelo 
trato gastrointestinal (TGI) e, aproveitando-se dessa característica, nas infecções pelo 
Clostridioides  difficile, bactéria  gram-positiva causadora da  colite 
pseudomembranosa, a terapia com a vancomicina é feita por via oral pois não há 
necessidade de o antibiótico atingir a corrente sanguínea, já que a infecção ocorre no 
intestino grosso (PEREIRA, 2014). 


Figura 2. Diferença entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 
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Legenda: ME= Membrana Externa; Mi= Membrana Interna. 
Fonte: Autor. 


Entretanto, devido a essa característica, no tratamento de afecções fora do 
trato gastrointestinal, deve-se utilizar a via endovenosa para a administração da 
mesma. Na infusão endovenosa, o fármaco se distribui por todo o corpo, 
ultrapassando também a barreira hematoencefálica (GUIMARÃES; MOMESSO; 
PUPO, 2010). 

Já a teicoplanina pode ser administrada por via intramuscular ou por via 
intravenosa. Ela apresenta uma meia-vida longa , possibilitando a sua administração 
em dose única por dia (SHEA, CUNHA, 1995). A droga já faz parte da realidade da 
prática médica na Europa e no Brasil, porém ainda não foi aprovada pelo Food and 
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Drugs Administration (FDA) para uso nos Estados Unidos (BETHESDA, 2006). 


2. UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA E OS GLICOPEPTÍDEOS 

Infecções em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) estão associadas a altas 
taxas de morbimortalidade, sendo o Staphylococcus aureus resistente à meticilina 
(MRSA) responsável por 8 % de todas as infecções nosocomiais e aproximadamente 
18.650 mortes anuais (MALONI et al., 2019). O antibiótico de primeira escolha em 
pacientes com infecção pelo MRSA ainda é a vancomicina, droga usada desde a 
década de 1960 para esse fim (ADANI et al., 2018). 

Terapia antimicrobiana efetiva é fundamental para o tratamento de pacientes 
admitidos em UTI, que apresentam condições clínicas variadas como sepse/choque 
séptico, infecções nosocomiais e adquiridas na comunidade (MALONI et al., 2019). A 
identificação precoce de quadros sépticos e o início apropriado da antibioticoterapia 
são fatores diretamente relacionados à redução da mortalidade e da permanência 
hospitalar (KIM et al., 2018). Embora mais pesquisas sejam necessárias para 
descrever totalmente decisões terapêuticas, a iniciação rápida e apropriada de 
antibióticos é a intervenção individual mais importante para a melhoria dos desfechos 
clínicos da sepse (DEUTSHCMAN; NELIGAN, 2020). 

A falência da antibioticoterapia pode ser devastadora para o paciente e é 
atribuída a diversos fatores, entre os quais cabe citar falha em controlar a fonte 
infecciosa, alteração de volumes de distribuição do fármaco, desenvolvimento de 
infecções secundárias, bactérias multirresistentes, fatores constitucionais do paciente 
(Ex: imunossupressão) e fatores relacionados à assistência médica (Ex: 
monitoramento invasivo, hospitalização prévia) (DEUTSHCMAN; NELIGAN, 2020). A 
otimização precoce da farmacocinética pode melhorar os desfechos na infecção 
grave, sendo que o esquema terapêutico inicial deve ser feito com a dose mais alta 
tolerável/não-tóxica de antimicrobiano. Atenção especial deve ser dedicada a 
pacientes de UTI, dada a grande incidência de disfunção hepática/renal e a maior 
predisposição a organismos resistentes (RHODES et al., 2017). 

A estratégia de dosagem de antibióticos deve ser realizada com base em 
modelos que quantificam a relação de exposição-efeito do antimicrobiano tanto na 
supressão como na erradicação microbiana (FILIPPONE; KRAFT; FARBER, 2017). 
Para a predição do sucesso terapêutico, pode-se utilizar uma curva de concentração- 
tempo combinada a uma curva de susceptibilidade microbiana (medida pela 
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concentração inibitória mínima, CIM). Outros antibióticos (Ex: glicopeptídeos, 
daptomicina) tem esse parâmetro melhor mensurado pela área abaixo da curva (AAC) 
de concentração-tempo sobre a concentração inibitória mínima (CIM) do organismo 
em questão, Figura 3 (TÂNGDÉN etal., 2017). 


Figura 3. Parâmetros da concentração dos antimicrobianos no organismo. 
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Legenda: Cmax= concentração máxima; AUC= área sob a curva; T= tempo; CIM= concentração 
inibitória mínima. 
Fonte: ANVISA. 

Recomendações consensuais da Infectious Diseases Society of America 
(IDSA), American Society of Health System Pharmacists e Society of Infectious 
Diseases Pharmacists estipulam manter a razão AUC/CIM > 400 como alvo 
farmacodinâmico de tratamento de infecções por MRSA, sendo este o melhor preditor 
de desfechos clínicos e microbiológicos. Concentrações menores podem resultar em 
diminuição da eficácia terapêutica e maior risco de resistência bacteriana (CAMPION; 
SCULLY, 2018). 


3. INFECÇÕES DE CORRENTE SANGUÍNEA ASSOCIADAS A CATETERES 

O acesso vascular via cateter (Figura 4) é um recurso altamente utilizado na 
terapia intensiva moderna para a administração de fluidos, hemocomponentes, 
medicamentos (Ex: antibióticos, vasopressores), nutrição parenteral e para a 
monitorização hemodinâmica (GAHLOT et al., 2014). Infelizmente, o uso desses 
dispositivos está associado a infecções de corrente sanguínea associadas a cateteres 
(CRBSI, em inglês) (MAKI ;KLUGER; CRNICH, 2006). A CRBSI é definida como 
uma infecção de corrente sanguínea que se desenvolve na presença de dispositivos 
de acesso vascular como cateteres venosos centrais (CVC), cateteres periféricos e 


arteriais na ausência de focos infecciosos alternativos. Sua confirmação definitiva é 
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feita mediante isolamento do patógeno por cultura quantitativa de ponta de cateter 
(SHAH et al., 2013). Maki et al. (2006) reportaram, com base em dados americanos, 
que as CRBSIs estão associadas com uma permanência hospitalar adicional de 10 a 
20 dias, com um aumento dos custos relacionados à assistência (MAKI ;KLUGER; 
CRNICH, 2006). 


Figura 4. Biofilme bacteriano em acesso de cateter. 





Fonte: Adaptado de AMECI (2018) 


Entre os fatores de risco associados ao paciente destacam-se a gravidade e 
duração da doença, imunossupressão, neoplasias, queimaduras, disfunção 
hepática/renal e falha de controle da fonte infecciosa. Organismos Gram-positivos 
estão implicados na maioria das CRBSIs, seguido pelos Gram-negativos. Os 
patógenos mais frequentes são estafilococos coagulase-negativos (34,1 %), 
enterococos (16%) Candida sp. (11,8%) e Staphylococcus aureus (9,9 %) 
(DEUTSHCMAN; NELIGAN, 2020). 

O diagnóstico de CRBSI pode ser desafiador, devendo ser suspeitado na 
presença de sinais clínicos de sepse e hemocultura de sangue periférico positiva na 
ausência de fonte infecciosa estabelecida (BELL; O'GRADY, 2017). A aquisição 
simultânea de duas amostras de sangue para hemocultura é mandatória, sendo uma 
do CVC e a outra de uma veia periférica (MAKI; KLUGER; CRNICH, 2006). No caso 
de cateteres centrais multi-lúmen ou impossibilidade de se obter a amostra periférica, 


deve-se obter amostra de todos os lúmens do cateter central. Resultados > 100 
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CFU/segmento de cateter por mensuração quantitativa são relevantes, sendo o risco 
de infecção maior se o mesmo organismo é obtido em todas as culturas (SHAH etal., 
2013; MERMEL et aí., 2009). 

O manejo dos pacientes com CRBSI suspeita ou confirmada é semelhante 
aquele aplicada na sepse, com administração de antibióticos de largo espectro 
segundo a microbiota e recomendações de prescrição locais. Terapia de curto 
espectro deve ser iniciada assim que se conheça o patógeno e sua sensibilidade; 
suporte hemodinâmico com fluidos e vasopressores deve ser feito conforme o caso 
(HADDADIN; ANNAMARAJU; REGUNATH, 2020). Deve ser avaliada a necessidade 
da remoção de acessos de curta duração para o controle da fonte de infecção; 
cateterização prolongada deve ser substituída por acesso em novo sítio, tomados 
todos os cuidados de assepsia e antissepsia apropriados. A duração da 
antibioticoterapia é determinada pelo patógeno e pela evolução do quadro clínico 
(BEEKMAN; HENDERSON, 2005). 

A prevenção de CRBSIs envolve o controle de seus fatores como sítio de 
punção (evitar cateterização de veia femoral), tipo de cateter (deve-se optar pelo 
menor número de lumens necessários para o manejo do paciente) e cuidados com o 
acesso (curativos impregnados de clorexidina mostraram melhores resultados em 
relação ao curativo convencional de poliuretano) (BELL; O'GRADY, 2017). Um 
dispositivo intravascular suspeito de ser a fonte de sepse deve ser removido após a 
obtenção de outro acesso vascular apropriado (RHODES et al., 2017). 


4. Staphylococcus aureus RESISTENTE À METICILINA 

O Staphylococcus aureus, uma das primeiras bactérias a serem descritas na 
história da ciência, mantém-se ao longo do tempo como um dos principais causadores 
de infecções hospitalares e comunitárias. Trata-se de uma bactéria Gram-positiva, 
normalmente comensal e presente de modo assintomático em locais como a pele, 
glândulas exócrinas e membranas mucosas. Alguns indivíduos são portadores 
permanentes, outros intermitentes, e há ainda aqueles que não a carregam. Essa 
colonização aumenta as chances de uma posterior infecção, funcionando como um 
reservatório da bactéria no próprio organismo. Geneticamente diverso e dotado de 
fortes fatores de virulência e produtor de toxinas potentes, é uma das principais causas 
de bacteremia, endocardite, infecções de pele, tecidos moles, articulações, ossos e 


vias aéreas inferiores. Além disso, é responsável por uma grande porcentagem de 
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infecções relacionadas à instrumentação médica, como as circulatórias associadas ao 
acesso venoso central (LAKHUNDI; ZHANG, 2018; TURNER et al., 2019). 

Uma característica marcante do S. aureus é sua vultosa capacidade de adquirir 
resistência a múltiplas classes de antibióticos. A primeira cepa resistente a um 
antibiótico foi registrada dois anos após o início do uso clínico da penicilina (em 1942). 
Por sua vez, o uso da meticilina, iniciado nos anos 1950, levou ao desenvolvimento 
de S. aureus resistentes à meticilina, os MRSA, ainda na década de 1960 (LAKHUNDI; 
ZHANG, 2018). 


5. CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE 

O Clostridioides difficile (previamente nomeado Clostridium difficile) é um bacilo 
Gram positivo anaeróbio e produtor de toxinas. A transmissão do patógeno ocorre 
através de via fecal-oral pela disseminação de esporos. Estima-se que cerca de 5 % 
dos adultos e 15-70 % das crianças tem o intestino grosso colonizado por este agente, 
porcentagem que aumenta drasticamente ao se observar a população hospitalizada 
(LEFFLER; LAMONT, 2015). Contudo, a grande maioria dos portadores é 
assintomática, não necessariamente havendo o desenvolvimento da infecção pelo C. 
difficile (CDI) propriamente dita (CZEPIEL etal., 2019). 

O uso de antibióticos é um dos principais fatores de risco para CDI, com a 
maioria das classes tendo sido relacionadas, com destaque para penicilinas de amplo 
espectro, cefalosporinas, clindamicina e fluoroquinolonas. Também há um aumento 
de risco associado a pacientes acima de 65 anos, maior tempo de internação, doença 
inflamatória intestinal prévia, cirurgias gastrointestinais, incompetência imunológica 
por neoplasias malignas, transplantes, doença renal crônico e uso de 
imunossupressão. Apesar de bastante resistente ao calor, ácido e antibióticos, a 
principal proteção do organismo contra o C. difficile é a microbiota intestinal normal. 
Quando há sua desregulação (como após o uso de antibióticos), o patógeno inicia um 
processo de ampliação da colonização do intestino grosso, sendo um precedente para 
uma infecção posterior (CZEPIEL etal., 2019; BAKTASH et al., 2018). 

A gravidade do quadro clínico abrange um amplo espectro, desde pacientes 
assintomáticos, diarreias moderadas até colites fulminantes. De modo geral, é 
acompanhado por diarreia aquosa, dor abdominal aguda, febre, náusea e vômito, 
fraqueza e perda de apetite (BAKTASH et al., 2018). Foi estimado em um estudo que, 
dentre os pacientes de UTI, de 15 a 38% desenvolve pelo menos um caso de diarreia. 


154 


Destes, de 11 % a 13,5 % são vinculados ao Clostridioides difficile (PRECHTER etal., 
2017). Quanto ao seu tratamento, ele deve ser iniciado apenas diante de 
sintomatologia. As duas principais drogas de escolha são a vancomicina e o 
metronidazol, havendo alguns estudos indicando a superioridade da primeira 
(TURNER et al., 2019). 

De acordo com diretrizes internacionais, casos leves ou moderados devem ser 
tratados com vancomicina oral (125 mg quatro vezes ao dia) ou metronidazol (500 mg 
três vezes ao dia ), embora seja importante reiterar que o glicopeptídeo é associado 
a uma resolução mais rápida dos sintomas, maiores índices de sucesso e menores 
taxas de mortalidade. Nos casos severos, a vancomicina é também indicada como 
medicamento de primeira linha. Contudo, é indispensável frisar o uso consciente da 
vancomicina, visando evitar o surgimento de patógenos resistentes ao medicamento 
(PRECHTER et al., 2017). 


6. OUTROS USOS DOS GLICOPEPTÍDEOS NA PRÁTICA 
Além das situações previamente expostas, os glicopeptídeos possuem outros 


usos práticos, como resumido na tabela abaixo. 


Tabela 1. Outros usos para os glicopeptídeos. 





Outros usos dos Glicopeptídeos 





Infecções em próteses 





Endocardites 





Meningites pós neurocirúrgicas 





Peritonites pós diálise peritoneal 





Infecção por Enterococcus faecium ou 
Enterococcus faecalis resistentes a ampicilina 





Infecções estafilocócicas ou estreptocócicas 
graves em pacientes alérgicos às penicilinas 











Fonte: ANVISA (2020) 


7. CONCLUSÃO 
É evidente, portanto, que o uso dos glicopeptídeos está restrito à infecções por 
microrganismos selecionados (gram-positivos específicos) quase exclusivamente no 


contexto hospitalar. A forma de administração desta classe de antimicrobianos, 
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primariamente endovenosa ou intramuscular (a única exceção é o uso da vancomicina 
para o tratamento de afecções do trato gastrointestinal), corrobora para seu uso 
restrito nosocomial. Esta característica deveria, em tese, garantir o uso mais 
adequado e parcimonioso destes fármacos, mas esta não é a realidade. 

A prescrição indiscriminada de antibióticos de alta potência e especificidade 
ainda é um grande desafio para a as comissões de controle de infecções hospitalares, 
principalmente entre os pacientes internados em unidades de terapia intensiva. 
Portanto, é imperativo que o profissional de saúde entenda o espectro de ação dos 
principais fármacos antimicrobianos e procure sempre escolher a terapia com base no 
perfil microbiológico da localidade ou no resultado de culturas, a fim de mitigar efeitos 


adversos e a indução de resistência bacteriana. 
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RESUMO: Em abril de 2014, a Organização Mundial de Saúde (OMS) publicou o primeiro 
relatório alertando sobre a ocorrência de cepas bacterianas multidrogas resistentes 
(MDRs) em todo o mundo. Apenas três anos depois, em 2017, da primeira ocorrência de 
bactérias MDR a OMS divulgou um alerta em que enfatizava a urgência de novos 
tratamentos para bactérias MDRs, levando em consideração a necessidade de novas 
terapêuticas para o tratamento destas bactérias devido à resistência a diversas classes 
de antimicrobianos, acarretando uma alta dificuldade no tratamento de infecções 
causadas por estes microrganismos. Neste contexto, as polimixinas (polimixina B e 
polimixina E — colistina) voltaram a ser utilizadas no ambiente hospitalar como 
antimicrobiano de última escolha no tratamento de infecções causadas por bactérias 
MDRs. Embora o uso das polimixinas seja exclusivamente hospitalar, aumento do uso 
destes antimicrobianos aliada a alta capacidade de adaptação bacteriana fez surgirem 
isolados resistentes a estas classes de antimicrobianos dificultando ainda mais seu 
tratamento. Em bactérias Gram-negativas as polimixinas atuam na camada 
lipopolissacarídea (LPS) devido a grande afinidade ao fármaco. A carga negativa 
conferida pelo Lipídeo A presente no LPS conferem uma atração eletrostática entre o 
antimicrobiano e a camada lipopolissacarídea, esta ligação provoca a desestabilização na 
estrutura bacteriana, acarretando o extravasamento de material intracelular e provocando 
a morte celular. A resistência a esta classe de antimicrobianos se dá, principalmente, por 
alterações na camada de LPS alterando a carga da estrutura reduzindo as interações 
eletrostáticas e assim impedindo a ligação do fármaco à LPS. Estas alterações podem ser 
provocadas por mutações em genes cromossomais relacionados a síntese de estruturas 
da LPS ou, com menor, frequência pela aquisição de plasmídeos. 


PALAVRAS-CHAVE: Polimixinas. Resistência Bacteriana. Bactérias Gram-negativas. 
Bactérias Multidrogas Resistentes. 


ABSTRACT: In April 2014, the World Health Organization (WHO) published the first report 
warning of the occurrence of multidrug-resistant bacterial strains (MDRs) worldwide. Just 
three years later, in 2017, from the first occurrence of MDR bacteria, the WHO issued an 
alert emphasizing the urgency of new treatments for MDR bacteria, taking into account the 
need for new therapies for the treatment of these bacteria due to resistance to different 
classes. Antimicrobials, causing difficulty in the treatment of infections caused by these 
microorganisms. In this context, polymyxins such as polymyxin B and polymyxin E - colistin 
were used in the hospital environment as the last choice antimicrobial in the treatment of 
infections caused by MDR bacteria. Although the use of polymyxins is exclusively hospital, 
increased use of these antimicrobials combined with a high capacity for bacterial 
adaptation made surgeons resistant to these classes of antimicrobials, making their 
treatment even more difficult. In Gram-negative bacteria such as polymyxins, they act on 
the lipopolysaccharide layer (LPS) due to the high affinity to the drug. The negative charge 
conferred by the Lipid Present in the LPS confers an electrostatic attraction between the 
antimicrobial and a lipopolysaccharide layer, this connection causes a destabilization in 
the bacterial structure, causing or extravasation of intracellular material and causing cell 
death. Resistance to this class of antimicrobials is mainly due to changes in the LPS layer 
altering the structure's charge, such as electrostatic interactions and thus preventing a 
drug from binding to the LPS. These changes can be caused by mutations in chromosomal 
genes related to the synthesis of LPS structures or, to a lesser extent, by the acquisition 
of plasmids. 


KEYWORDS: Polymyxin, Bacterial resistence, Multidrug-Resistant Bacterial, Gram- 
negative. 
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1. INTRODUÇÃO 

As polimixinas são uma classe de antimicrobianos lipopeptídeos isolados pela 
primeira vez em 1947 de uma bactéria Gram-positiva ambiental Bacillus polymyxa que 
foi reclassificada em 1993 para Paenibacillus polymyxal, posteriormente esta 
polimixina foi denominada de polimixina B. Três anos após, em 1950, foi isolada a 
polimixina E, posteriormente denominada de colistina devido ao microrganismo que 
a originou Bacillus colistinus (TRIMBLE et al., 2016; LLORET, 2015; GALLARDO- 
GODOY et al., 2019; FREITAS, 2019). 

A classe das polimixinas é formada por mais de quinze compostos químicos 
com estruturas e atividade antimicrobiana semelhantes, sendo as principais 
classificadas como polimixinas A, B, C, De E, entretanto somente as polimixinas B e 
E tiveram seu uso clínico aprovado, as demais devido à alta toxicidade, não são 
utilizadas clinicamente (TRIMBLE ef al., 2016; GALLARDO-GODOY et al., 2019). 

Até a década de 1960 as polimixinas foram amplamente utilizadas, entretanto 
na década seguinte, devido as altas taxas de nefrotoxicidade e neurotoxicidade 
começaram a ser gradualmente substituídas por outros antimicrobianos como as 
cefalosporinas e aminiglicosídeos (GIRARDELLO, GALES, 2012; LLORET, 2015; 
BISWAS et al., 2017). Estudos realizados indicaram que a nefrotoxicidade das 
polimixinas está associada a casos de necrose tubular aguda e insuficiência renal 
aguda, ademias alguns estudos encontraram resíduos do medicamento nos tecidos 
renal e nervoso (GALLARDO-GODOY et al., 2019; GIRARDELLO, 2012; VELKOV, 
ROBERTS, 2019). 

Atualmente observa-se uma alta incidência de infecções causadas por 
bactérias Gram-negativas MDRSs limitando as opções terapêuticas na clínica médica 
levando as polimixinas voltarem a ser utilizadas como opção no tratamento de 
infecções bacterianas causadas por microrganismos MDR apesar de sua toxicitade 
(GIRARDELLO, GALES, 2012; LLORET, 2015). 


2. ESTRUTURA QUÍMICA DAS POLIMIXINAS 

As polimixinas são pequenas moléculas lipopeptídeas de aproximadamente 
1200 Da, estas moléculas são secretadas como metabólitos secundários não 
ribossomal por algumas bactérias Gram-negativas (TRIMBLE et al., 2016; BISWAS et 
al., 2017). 


A polimixina B e a colistina são moléculas anficíclicas que apresentam uma 
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sequência primária semelhante, compostas por um anel peptídico policatiônico, e uma 
cauda de ácido graxo, ligado ao peptídeo por uma ligação amida. O anel se completa 
através dos grupos alfa-amino e carboxil do resíduo diaminobutírico (Dab) na posição 
4. A diferença entre polimixina B e colistina dá-se na estrutura primária em que 
observa-se a presença do aminoácido D-fenilalanina (D-Phe) na posição 6 na 
estrutura da polimixina B enquanto nesta posição a colistina apresenta a ligação do 
aminoácido D-Leucina (D-Leu) (Figura 1) (LLORET 2015; TRIMBLE et al., 2016; 
KINOSHITA et al, 2018; BISWAS et al., 2017; GALLARDO-GODOY et al., 2019). 


Figura 1: Estrutura química da colistina (1) e polimixina B (2). 
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Fonte: KINOSHITA et al., 2018 (ADAPTADO). 


3. MECANISMOS DE AÇÃO DAS POLIMIXINAS 

As polimixinas são antimicrobianos indicados para o tratamento de infecções 
causadas por bactérias Gram-negativas, devido à sua alta afinidade a camada de 
lipopolissacarídeo (LPS) presente nestes microrganismos. Embora algumas espécies 


bacterianas possam apresentar diferenças na camada de LPS, esta estrutura 
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geralmente é composta por uma cadeia O específica, uma porção de oligossacarídeos 
(LOS) e pelo 

lipídeo A (Figura 2) (SILIPO et al., 2010; LEE et al., 2013; GALLARDO-GODOY et al., 
2019). 


Figura 2: Estrutura da camada de lipopolissacarídeo das bactérias Gram-negativas. 
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Fonte: SILIPO et al., 2010(ADAPTADO). 


O LPS está localizado na face extracelular da membrana externa de Gram- 
negativas e é ancorada Lipídeo A, devido a interações hidrofóbicas e eletrostáticas 
derivadas da alta afinidade entre o grupo fosfato do lipídeo A e os cátions Mg?* e Ca?* 
presentes na estrutura da membrana, promovendo a estabilização do LPS 
(GALLARDO-GODOY et al., 2019; MOFFATT; HARPER; BOYCE, 2019; KINOSHITA 
et al., 2018). 

A estrutura do lipídio A é constituída por um dissacarídeo glicosamina 
difosforilado, contendo seis cadeias acilas primárias e secundárias que se encontram 
unidas através de ligações diéster, orientadas para o interior da membrana por atração 
hidrofóbica (Figura 3) (STEIMLE; AUTENRIETH; FRICK, 2016). 

A afinidade apresentada pelas polimixinas às bactérias Gram-negativas ocorre 
devido a presença de um grupo fosfato livre presente na estrutura-do lipídeo A, assim, 
a presença de cargas positivas na estrutura química das polimixinas promove uma 
interação eletrostática entre os grupamentos Dab e grupos fosfato do lipídeo A que 
apresentam carga negativa. Observa-se também, interações hidrofóbicas entre os 
resíduos D-Phe/D-Leu e a cadeia de gordura acil do lipídio A (SILIPO et al., 2010; LEE 
et al., 2013; MOFFATT; HARPER; BOYCE, 2019; VELKOV; ROBERTS, 2019). 
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Figura 3: Estrutura do lipídeo A 
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Fonte: STEIMLE; AUTENRIETH; FRICK, 2016(ADAPTADO). 


A desestabilização da camada de LPS ocorre devido ao deslocamento de 
cátions Mg?* e Ca?* promovendo o aumento da permeabilidade e posterior ruptura da 
membrana, levando ao extravasamento do material intracelular que terá como 
consequência a morte da bactéria (Figura 4) (GALLARDO-GODOY et al., 2019; 
MOFFATT; HARPER; BOYCE, 2019; TRIMBLE et al., 2016; KINOSHITA et al., 2018; 
VELKOV; ROBERTS, 2019). 


Figura 4: Mecanismo de ação da polimixina B 
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Legenda: Observa-se a interação do fármaco com o LPS e o deslocamento de íons CA?* e Mg*?*, 
provocando a desestabilização da LPS e rompimento da membrana. 
Fonte: Adaptado de Trimble et al. (2016). 
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4. MECANISMOS DE RESISTÊNCIA ÀS POLIMIXINAS 

A ação das polimixinas dá-se pela alta afinidade do antimicrobiano pela camada 
de LPS das bactérias Gram-negativas (Figura 5A), assim, alterações nesta camada 
(Figura 5B, 5C) constituem o principal mecanismo de resistência bacteriana frente a 
estes fármacos. Entretanto, alguns outros mecanismos como a produção de cápsulas 
(Figura 5D) também podem conferir resistência variável aos fármacos, estes são 
descritos como raros e expressos em poucas espécies bacterianas (TRIMBLE et al., 
2016; MOFFATT; HARPER; BOYCE, 2019). 


Figura 5: Mecanismos de resistência à polimixinas. 
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Lengenda: A) Ação das polimxinas em bactérias sensíveis, B) Alteração na carga da LPS, C) 
Redução da produção do LPS. 
Fonte: MOFFATT; HARPER; BOYCE (2019) (ADAPTADO). 


Dentre os mecanismos de resistência à polimixinas conhecidos, as alterações 
na polaridade da camada de LPS derivadas de alterações na carga negativa do 
Lipídeo A, reduzindo a atração eletrostática e impedindo a ligação do fármaco, é a 
mais frequentes. (KO; CHOI; LEE, 2017; CHIN et al., 2015; MOFFATT; HARPER; 
BOYCE, 2019). 

Atualmente pode-se atribuir a resistência as polimixinas a mutações em 
diversos genes cromossomais, sendo estas alterações diferentes entre as espécies 
bactérias. As principais atribuídas a tal resistência estão indicadas no quadro 1 (CHIN 
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et al, 2015; TRIMBLE et al., 2016; MARTINS-SORENSON et al., 2019; CARABAJAL 
et al., 2020).Observa-se que em sua maioria das espécies bacterianas alterações nos 
sistemas de dois componentes (TCSs), sendo as mais frequentes encontradas em 
PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB, ambos codificam uma histidina quinase transmembrana e 
um regulador de resposta citoplasmática (MAGALHÃES 2020, JEANNOT et al., 2017; 
MARTINS-SORENSON et al., 2019). 
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Quadro 1: Alterações relacionadas a resistência as polimixinas e genes envolvidos. 





























Estrutura modificada Modificação Função Genes Espécies bacterianas Referência 
Adição deamino arnB/pbgP, Salmonella enterica,; MOFFATT; HARPER; 
açúcar 1-Ara4N no arnC, arna, Escherichia coli; BOYCE (2019); 
arnD, arnT, AmE | Pseudomonas aeruginosa. TRIMBLE et al. (2016). 
grupamento asiaio Alterar a carga e arnF. 
da LPS Acinetobacter baumannii; CHIN et al (2015) 
Adição de impedindo a des Escherichia coli; TRIMBLE et al. (2016); 
AR Rd ligação do RED Klebsiella pneumonia; MARTINS-SORENSON 
PEIN no antimicrobiano Pseudomonas aeruginosa; et al. (2019) 
oidos A grupamento fosfato Escherichia coli; ZHUGE et al (2018); 
P phoPiphoQ Pseudomonas aeruginosa. | CARABAJAL et al (2020) 
parRi/parS TRIMBLE et al. (2016) 
cprR/cprS 
Resposta colR/colS Eta 3 
regulatória Sistema Res Esp ienena a 
(promalor) dé cbrAB Klebsiella pneumoniae; 
pmrAB ropA P. Pseudomonas aeruginosa. 
pmrE, 
arnBCADTEF 
Alterar a carga pmrcC, eptA e Escherichia coli; TRIMBLE et al. (2016) 
Modificação de da LPS IptA Acinetobacter baumannii. MARTINS-SORENSON 
LPS fosfoetanolamina impedindo a etal. (2019) 
pEtN ligação do 
antimicrobiano 
Alteração na Ausência de LPS | IpxA, IpxC e IpsD | Acinetobacter baumannii. MOFFATT: HARPER: 
LPS síntese de LPS e BOYCE (2019); 





lipídeo A 




















Fonte: Os autores. 
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As alterações nos TCSs que levam a resistência bacteriana as polimixinas são 
decorrentes da adição de  4-amino-4-desoxi-l-arabinose (L-Ara4N) ou 
fosfoetanolamina (pEtN) no grupamento fosfato do lipídio A ou diretamente ao núcleo 
da LPS através de ação enzimática, assim, há uma redução da carga negativa que 
reduz a interação eletrostática entre a LPS e o antimicrobiano que impede a ligação 
das polimixinas (JEANNOT et al., 2017; MARTINS-SORENSON et al., 2019; CHIN et 
al., 2015; KO; CHOI; LEE, 2017; NHU et al., 2016; MAGALHÃES, 2020). 

Embora os primeiros relatos de resistência a polimixinas tenham sido em 
decorrência de mutações em genes cromossomais, em 2015 foi relatada na China a 
primeira ocorrência de resistência ao fármaco, decorrente da presença de plasmídeo. 
Este gene recebeu o nome de mcr devido à enzima fosfoetanolamina transferase 
(enzima MCR) codificada por ele (MARTINS-SORENSON et al., 2019). 

Atualmente nove genes da família mcr foram descritos, apresentando 
disseminação mundial. No Brasil já foi relatada a ocorrência dos genes plasmídiais 
mcr1, 3 e 4. A resistência mediada pelo plasmídeo apresenta o mesmo mecanismo 
relacionado a mutações cromossômicas, visto que a enzima MCR é responsável pela 
adição de fosfoetanolamina ao lipídio A (CONCEIÇÃO-NETO et al., 2017; MARTINS- 
SORENSON et al., 2019; KIEFFER et al., 2018). 

Em 4. baumannii alterações nos genes ligados a biossíntese de LPS IpxA, lpxC 
e IpxD são responsáveis pela redução ou desaparecimento da camada 
polipossacarídea e do Lipídeo A, embora não tão frequente, estas alterações 
conferem um elevado nível de resistência as polimixinas (MOFFATT; HARPER; 
BOYCE, 2019). 

A diversidade bioquímica apresentada na estrutura capsular de K. 
peneumoniae é conferida pela diferença nos antígenos presentes na estrutura, estes 
antígenos denominados de antígenos K são relacionados as variações na 
patogenicidade e virulência entre as cepas bacterianas. Ademais, a presença de um 
polipeptídeo aniônico na estrutura de alguns sorotipos do antígeno apresentam alta 
afinidade com as moléculas de polimixinas, ligando-se aos fármacos impedindo que 
estes atuem na camada de LPS e anulando o seu efeito bactericida (CATALÁN- 
NÁJERA et al., 2017; MAGALHÃES, 2020; MOFFATT; HARPER; BOYCE, 2019). 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A alta disseminação de cepas bacterianas MDRs tem limitado as opções de 
antimicrobianos para o tratamento de infecções causadas por estes microrganismos 
fazendo com que as polimixinas voltassem a ser utilizadas como antimicrobiano de 
última escolha. Observa-se, porém, que a resistência ao fármaco se dá, 
principalmente, por mutações em genes ligados a síntese e/ou manutenção do LPS, 
estas mutações alteram a suscetibilidade bacteriana frente ao fármaco tornando o 
antimicrobiano ineficiente no tratamento de infecções. Ademais, a aquisição de 
plasmídeos tem contribuído para o aumento da resistência as polimixinas, ampliando 
a o espectro de resistência bacteriana e dificultando ainda mais o tratamento de 


infecções causadas por organismos MDR. 
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RESUMO: A terapia antimicrobiana compreende uma série de procedimentos 
operacionais que estão intimamente relacionados com a maneira como a terapêutica 
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clínica é abordada. Este capítulo destina-se ao melhor entendimento das terapias 
antimicrobianas tomando como base a relação que se estabelece entre a terapia e as 
principais consequências para os microrganismos, Partindo da análise que se 
estabelece entre as terapias antimicrobianas mais antigas, e ainda funcionais, até o 
desenvolvimento de novas terapias emergentes e que possam atuar de formas 
diferentes aos tratamentos atualmente disponíveis. E tratado nessa revisão aspectos 
relacionados a plantas medicinais, quimioterapia antimicrobiana, terapia fágica, 
nanopartículas, terapia fotodinâmica aplicada e terapias com bases em conceitos 
genéticos. 


PALAVRAS-CHAVE: Terapia fágica, Terapia fotodinâmica, Nanopartículas. 


ABSTRACT: Antimicrobial therapy comprises a series of operational procedures that 
are closely related to the way clinical therapy is approached. This chapter aims to 
better understand antimicrobial therapies based on the relationship established 
between therapy and the main consequences for microorganisms, Starting from the 
analysis that is established between the oldest antimicrobial therapies, and still 
functional, until the development of new emerging therapies that can act in different 
ways to the treatments currently available. This review deals with aspects related to 
medicinal plants, antimicrobial chemotherapy, phage therapy, nanoparticles, applied 
photodynamic therapy and therapies based on genetic concepis. 


KEYWORD: Phage therapy, Photodynamic therapy, Nanoparticles 
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1. INTRODUÇÃO 

A terapia antimicrobiana compreende uma série de procedimentos 
operacionais que estão intimamente relacionados com a maneira como a terapêutica 
clínica é abordada. A depender da finalidade pretendida, faz-se uso de diversas 
metodologias investigativas na procura por compostos ou processos que apresentem 
a finalidade antimicrobiana desejada (SIMONA et al., 2018). Assim, compreende como 
objeto de um estudo antimicrobiano a busca por processos, compostos e técnicas de 
melhoramento que possam contribuir com a diminuição dos agravos microbianos 
causadores de Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde, patógenos 
microbianos de interesse Clínico e que apresentam mecanismos de resistência 
diversos (SILVA et al., 2020). Nesse sentido, algumas terapêuticas antimicrobianas 
são utilizadas desde a antiguidade, enquanto, na atualidade, existem processos 
capazes interferir completamente nos fenômenos de resistência microbiana, podendo 
agrava-los ou diminuí-los a depender do uso. 

A incansável busca por tecnologias emergentes que possam atuar nos agravos 
que assolam a humanidade reflete diretamente no desenvolvimento de novos 
processos que possam oferecer alternativas além das que metodologias e processos 
que são utilizados atualmente e que apresentam suas limitações. 

O fenômeno da resistência microbiana, como exemplo da limitação da terapia 
antimicrobiana comum, é atualmente um dos maiores e mais consideráveis obstáculos 
para a saúde pública e põe em risco toda a sociedade (SILVA; AQUINO, 2018), uma 
vez que, com o aumento da resistência, há a diminuição da eficácia dos atuais 
antibióticos disponíveis no mercado, onde o fenômeno de resistência cresce mais 
rapidamente do que a descoberta de novos fármacos antimicrobianos (LOUREIRO et 
al., 2016.). Assim, ao olhar o conjunto de metodologias e terapêuticas antimicrobianas, 
percebe-se a somação de forças de diferentes setores biotecnológicos para a 
construção de alternativas terapêuticas eficazes contra os problemas microbianos 
atuais e que possam funcionar a longo prazo sem causar danos posteriores (AQUINO; 
VAZ, 2018). 

As novas terapêuticas antimicrobianas se relacionam intimamente com os 
processos mais antigos, uma vez que há uma complementação terapêutica que 
promove outra barreira frente aos microrganismos resistentes, o que, por outro lado, 
também promove o aumento da resistência. Fica claro, portanto, a existência de um 


desafio para os pesquisadores de todo o mundo: Como desenvolver uma terapêutica 
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antimicrobiana eficaz a curto e a longo prazo sem causar danos com a sua utilização? 

Apesar de ainda estarmos longe da resposta, o presente capítulo objetiva 
discutir as principais terapêuticas antimicrobianas disponíveis, partindo-se da análise 
que se estabelece entre as terapias antimicrobianas mais antigas, e ainda funcionais, 
até o desenvolvimento de novas terapias emergentes e que possam atuar de formas 


diferentes aos tratamentos atualmente disponíveis. 


2. QUIMIOTERAPIA ANTIMICROBIANA 

Classicamente o termo quimioterápico representa fármacos de origem 
exclusivamente sintética, que são tóxicas para agentes patológicos e que 
preferencialmente causem pouca repercussão no hospedeiro, termo que hoje é muito 
mais associado à antineoplásicos. Os alvos para esta classe de fármacos são as 
diferenças estruturais e metabólicas entre o hospedeiro e o patógeno, cujos 
mecanismos bioquímicos que podem ter como alvos terapêuticos três classes de 
mecanismo: classe |, que envolve a utilização de fontes de carbono (ex. glicose para 
a produção de ATP); Classe Il, que são vias que utilizam energia para síntese de 
pequenas moléculas (ex. nucleotídeos); e Classe Ill, que são vias que convertem as 
pequenas moléculas em macromoléculas, como os ácidos nucleicos (RANG et 
al., 2016). 

As reações de classe | não são os melhores alvos terapêuticos, pois o 
mecanismo pelo qual as bactérias geram energia a partir da glicose é muito 
semelhante a dos humanos. As reações de classe Il são alvos mais promissores, já 
que existem vias que são específicas das bactérias, como a via biossintética dos 
folatos, que são importantes para a síntese de DNA. As sulfonamidas, por exemplo, 
interferem no metabolismo dos folatos (BRÓTZ-OESTERHELT; BRUNNER, 2008) 
competindo com o ácido 4-aminobenzóico e inibem o crescimento bacteriano sem 
interferir na síntese de DNA do hospedeiro (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010). 

As reações de classe Ill também são alvos interessantes no princípio da 
toxicidade seletiva, pois as bactérias não são capaz de captar macromoléculas 
essenciais, um grande exemplo é a síntese de peptideoglicano, que se trata de um 
processo complexo que pode ser afetado por antibióticos em várias de suas etapas, 
bem como na síntese de ácidos nucleicos, sendo sua interferência um importante 
mecanismo de ação de quimioterápicos como as quinolonas que agem inibindo a DNA 
girase e a Topoisomerase IV (DRLICA et al., 2008). 
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3. PLANTAS MEDICINAIS 

O uso de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades é uma prática 
antiga na história da humanidade, sendo comuns relatos médicos da época 
descrevendo tal utilidade. Um destes registros é encontrado em papiro datado de 1500 
a.C. (FIRMO et al., 2012) que relata prescrições e descrições de plantas nativas e 
exóticas utilizadas para tratar e curar doenças. A papoula, por exemplo, foi descrita 
como sedativo e antiespasmódico, propriedade que até hoje é reconhecida a partir de 
seus metabólitos morfina e codeína. Também foram encontrados relatos em outras 
civilizações clássicas, como a Suméria com a beladona - de onde se extraiu a atropina; 
e Cannabis sativa na Índia - indicada para insônia e outros fins (ALMEIDA, 2011). 

Os primeiros relatos desse tipo de atividade no Brasil descrevem expedições 
do médico Willem Pies junto com os indígenas durante a ocupação holandesa na 
região Nordeste. Foram identificados a ipecacuanha, o jaborandi e o tabaco. 
Posteriormente, ainda mais de 600 plantas medicinais foram identificadas e descritas 
juntos aos indígenas, dentre elas, os curares utilizados hoje em dia como anestésicos 
locais e pré anestésicos, o guaraná utilizado como suplemento alimentar e a copaíba 
utilizada como antiinflamatório e antisséptico. No contexto brasileiro, a população 
africana também foi extremamente relevante na descoberta de plantas exóticas 
trazidas com eles e na identificação adicional de plantas nativas no território nacional, 
tais como a guiné (Petiveria alliaceae L.) (ALMEIDA, 2011). 

Devido à grande diversidade, as plantas medicinais ainda representam uma 
fonte de grande potencial para descoberta de novas substâncias que podem ser a 
respostas para doenças que ainda não possuem tratamento efetivo. Quando se fala 
de antibiótico, por exemplo, a crescente resistência dos microrganismos aos fármacos 
existentes suscita a já eminente necessidade para que novos tratamentos sejam 
desenvolvidos. O óleo essencial de C. citratus, popularmente conhecido capim-limão 
é um candidato em potencial pelas suas propriedades inibitórias in vitro frente a 
microrganismos tais como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e 
Escherichia coli São outros candidatos a antimicrobianos a Stemodia foliosa, 
espécime vegetal endêmico do nordeste brasileiro, a qual possui um diterpeno ativo 
contra o Bacillus cereus and B. subtilis e Mycobacterium fortuitum (SILVA et al., 2008) 
e, ainda óleo essencial extraído do rizoma do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) 
com ação inibitória frente a bactérias gram-positivas (BERTINI et al., 2005). 
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4. TERAPIA FÁGICA 

Bacteriófagos (figura 1) são vírus capazes de infectar e matar células 
bacterianas (CHANG, et al., 2018). Essas infecções começam com a ligação do vírion 
a receptores específicos de superfície, com consequente replicação do fago e lise da 
célula bacteriana (CHAN; ABEDON; LOC-CARRILLO, 2013). Assim como 
antissépticos e antibióticos os fagos também exibem uma toxicidade seletiva, como 
exemplo a capacidade de evitar danos à microbiota (REA et al., 2011; RELMAN, 
2012). Após a descoberta dos antibióticos a terapia fágica caiu em desuso no 
ocidente, mas em outras regiões como na Polônia, existe o centro de terapia fágica 
de Wroctaw, onde os fagos são utilizados no tratamento de infecções bacterianas 
(MIEDZYBRODZKI et al., 2012), inclusive contra aquelas cujos agentes se tornaram 
resistentes à antibioticoterapia. 

Além de serem tóxicos apenas contra as bactérias-alvo e não serem afetados 
pelos efeitos da resistência aos antibióticos, existe uma grande variedade de fagos e 
estes são isolados com facilidade, dessa forma, quando bem formulados e aplicados 
são capazes de curar infecções bacterianas (KUTTER et al., 2011; ABEDON et aí, 
2011). Entretanto, os fagos tem tamanho suficiente para serem reconhecidos pelo 
sistema imunológico podendo gerar uma resposta quando alcançam a corrente 
sanguínea, levando a uma diminuição considerável de fagos eficazes, 


consequentemente, diminuindo também a eficiência do tratamento (KIM et al., 2019) 


Figura 1. Bcteriófago infectanto bactéria. 
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Fonte: Autor. 
Outro ponto negativo da terapia fágica é o risco da transdução transversal de 
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genes que codificam virulência e/ou resistência a antibióticos, podendo melhorar a 
aptidão das bactérias. Dessa forma os fagos líticos são mais explorados na terapia já 
que interrompem o metabolismo das bactérias e lisam as mesmas no final de cada 
ciclo (CRISCUOLO et al., 2017). 


5. NANOPARTÍCULAS 

Como comentado anteriormente, o crescente número de bactérias 
multirresistentes é uma preocupação de âmbito mundial, por serem mais caras e mais 
difíceis de tratar, muitas vezes com desfecho negativo aos doentes infectados 
(CHANG et al., 2015). As altas ocorrências de efeitos tóxicos também têm concorrido 
gerando dificuldades para o desenvolvimento de novos fármacos. Hoje uma das 
maiores dificuldades para o lançamento de novos drogas é a alta ocorrência de efeitos 
tóxicos dos ativos e a demora para se obter aprovação desses compostos para a 
terapia, tornando a situação ainda mais enternecedora pela possibilidade dos 
microrganismos se tornarem resistentes antes mesmo dos novos fármacos estarem 
disponíveis. 

Uma revisão atual trazida por Dlugosz et al. (2020) reúne informações sobre o 
uso de nanopartículas de metais como carreadores de fármacos capazes de manter 
a concentração plasmática, diminuir a toxicidade da droga e melhorar sua 
especificidade em relação ao alvo de atuação. Inaugurou-se, assim, o campo da 
nanomedicina, forçando um rápido progresso na indústria farmacêutica. 
Nanopartículas são partículas principalmente de natureza metálicas, sendo de prata 
(Ag), ouro (Au), óxido de zinco (ZnO) e óxido de titânio (TIO2), que variam em tamanho 
de 1 a 1000 nm e podem ser classificadas de acordo com sua propriedade, tamanho 
e conformação (MOHANRAJ; CHEN, 2006; BHATIA, 2016) 
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Figura 2. Alguns tipos de nanopartículas. 
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Fonte: Autor. 


O princípio desta terapia se dá pelo carreamento dos antimicrobianos 
encapsulados por nanopartículas, que interagirem com o microrganismo promovendo 
uma lesão física na parede celular ou na membrana da bactéria, transportando por 
esta os antimicrobianos, ou adsorvendo a parede celular e liberando o antimicrobiano 
de forma contínua. Como resultado, é possível ver que há um aumento da ingestão 
de fármacos pelas bactérias com uma redução considerável dos efeitos tóxicos nos 
pacientes, quando comparados com a administração direta de antibióticos (KROLL 
FANG; ZHANG, 2017; LOTFIPOUR et al., 2016; SAFAROV et al., 2019). 

A terapia envolve uma combinação de mecanismos, que agem 
simultaneamente para combater a infecção, mas o mecanismo exato através do qual 
as nanopartículas promovem toxicidade à microorganismo não é bem compreendido. 
Os mais aceitos envolvem indução de estresse oxidativo, liberação de íons metálicos 
e mecanismos não oxidativos (NAGY et al., 2011; GURUNATHAN et al., 2012). Por 
esta razão, há chances muito reduzidas de criar cepas resistentes, pois exigiria que a 
bactéria passasse por várias mutações na mesma célula se adaptar aquela 
nanopartícula (WANG; HU; SHAO, 2017). 

Nanopartículas de prata (NPsAg), por exemplo, possuem afinidade por 
moléculas de enxofre e fósforo (NETO; RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008) que são 


elementos constitutivos das proteínas estruturais e do DNA bacteriano constituindo 
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sítios para ligação com o metal (MANTOVANI et al., 2014). Seu mecanismo 
bactericida consiste na interação eletrostática com a membrana do microrganismo 
causando danos estruturais e afetando a respiração celular, enquanto que no nível do 
DNA, inibe a divisão celular, eventos que culminam na morte da célula (GUPTA et al., 
1998; MATSUMURA et al., 2003; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004; MORONES et 
al., 2005; LOK et al., 2006). 

Já estão descritas na literatura nanopartículas desenvolvidas a partir de 
compostos orgânicos. A quitosana, um biopolímero polissacarídeo, amplamente 
disponível na natureza por ser obtido a partir da quitina, componente estrutural do 
exoesqueleto dos artrópodes. Parece possuir ação cicatrizante e antimicrobiana, 
além de baixa toxicidade e promover estabilidade à latência dos fármacos (KUBOTA 
et al., 2000; AZEVEDO et al., 2007). O mecanismo pelo qual as nanopartículas de 
quitosana (NPsCS) induzem toxicidade a microrganismos se dá por seus grupos 
amínicos, que ao entrar em contato com os fluidos fisiológicos são protonados e se 
ligam a grupos aniônicos dos microrganismos alvo. Isso resulta em aglutinação das 
células microbianas e inibição do crescimento bacteriano, ou seja, tem ação 
bacteriostática (KUMAR, 2000; COMA et al., 2002; ETTMAYER et al., 2004; SILVA; 
SANTOS; FERREIRA, 2006; NEVES et al., 2013). 

Há também estudos utilizando lipossomas, que são vesículas formadas pela 
interação de fosfolipídeos em bicamadas, separadas por um meio aquoso. Eles 
podem fazer o transporte de fármacos lipofílicos incorporados em sua membrana e/ou 
encapsular substâncias hidrofílicas em seu núcleo aquoso (BATISTA; CARVALHO; 
MAGALHÃES, 2007; FORIER et al, 2014). Possuem versatilidade e 
biocompatibilidade importante, que as torna muito atraentes como veículos para 
drogas, além de sua capacidade de se fundir as membranas fosfolipídicas, 
administrando os fármacos diretamente nos alvos. Nanolipossomas são definidos 
como vesículas de 30-100 nm e que mantém seu tamanho durante a aplicação e 
armazenamento (LOPES, 2018). 

Zou et al. (2012) realizaram um estudo utilizando nanopartículas lipossomais 
para aumentar a eficácia da nisina contra Listeria monocytogenes e Staphylococcus 
aureus no sistema alimentar. Foi observada a inibição do crescimento desses 
microrganismos após incubação com as LipoN após 72 e 48 h. O LipoN ligado à 
superfície celular provocou danos celulares e lise através da sua fusão a membrana. 


LipoN pode ser útil para controlar patógenos de origem alimentar. A aplicação de 
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nanopartículas pode trazer benefícios significativos para a indústria alimentícia, mas 
é necessário mais estudos para garantir a eficiência e segurança das nanopartículas 
de lipossomas no sistema de entrega de antimicrobiano. 

Além destas, há uma vasta gama de possibilidades quando se trata de 
nanomedicina e sua aplicabilidade. Mohr et al. (2018) testaram o efeito antimicrobiano 
de nanopartículas de Dióxido de Titânio e óxido de zinco contra S. aureus e 
Escherichia coli, obtendo um resultado interessante com o óxido de zinco, sugerindo 
possibilidades de aplicação para suporte em materiais antimicrobianos. Já Souza 
(2019) elaborou sua tese acerca da ação antimicrobiana das nanopartículas de Zeína 
(proteína encontrada no citoplasma do milho) combinadas com ácido anacárdico 
(líquido extraído da castanha de cajú com efeito antimicrobiano conhecido contra 
Streptococcus mutans) frente biofilmes dentários, que demonstrou um importante 
efeito biofilme. Zanoni, Cardoso e Baesso (2019) relataram a eficiência de 
nanopartículas de sílica combinadas com cobre frente a S. aureus, E. colie Candida 
albicans sugerindo possibilidade para aplicações em diferentes áreas contra 


microrganismos patogênicos. 


6. TERAPIAS COM BASE EM CONCEITOS DA GENÉTICA 

Terapias gênicas envolvendo tecnologias complexas de manipulação de DNA 
já são usadas com algum grau de sucesso em humanos principalmente em patologias 
que envolvem mutação ou deleção de um gene isoladamente e em síndromes 
cromossômicas. Um exemplo é a edição de DNA humano em condições como as 
hemoglobinopatias. Vetores lentivirais foram utilizados para inserir grandes 
elementos 
de DNA em células-tronco hematopoiéticas não divididas, em indivíduos portadores 
de hemoglobinopatias diversas, mostrando perfis de integração seguros e 
tranquilizadores (CAVAZZANA; MAVILIO, 2018; IKAWA et al., 2019) e promovendo a 
produção polipeptídica necessária para restauração da fisiologia e morfológica da 
hemoglobina nos indivíduos tratados. 

Entretanto, o problema de tentar manipular os genes das bactérias é que estas 
são altamente suscetíveis a mutação, o que inviabilizaria a curto ou médio prazo a 
terapia gênica empregada para modificar seu genoma. Desta forma, como alternativa, 
existem muitos estudos em andamento com objetivo de promover melhora das 


defesas humanas que dificultem ou impeçam a infecção por tais microrganismos 
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fazendo uso da tecnologia do DNA. Os mais promissores são aqueles que interferem 
na relação microrganismo versus hospedeiro e atuando no sistema imunológico. 

Toda base do processo de regulação gênica hoje descrita para seres 
eucariotos, foram inicialmente estudadas e reconhecidas em procariotos. Bactérias e 
vírus possuem mecanismos de regulação gênica altamente eficientes de modo que o 
gasto de energia utilizado na expressão gênica “desnecessária” seja poupado para 
seu crescimento. Tal controle pode ocorrer em três níveis: o gênico (com mecanismos 
de repressão ou ativação dos genes); transcricional (atuando sobre o RNA) ou após 
a tradução proteica. A E. coli por exemplo ativa genes para produção de enzimas para 
o catabolismo da lactose apenas quando na presença desta, mas mantêm tais genes 
desativados por maior parte do tempo já que crescem muito bem na presença de 
outros tipos de carboidratos no intestino humano (SNUSTAD; SIMMONS, 2013). 

Já no que se refere ao controle da tradução, funciona como um ajuste fino da 
regulação gênica e atua sobre o RNAm já formado, aumentando sua taxa de 
degradação, retardando a velocidade de crescimento da cadeia polipeptídica no 
ribossomo ou modificando a eficiência do início da tradução. Por último, há ainda 
mecanismos de regulação pós-tradução que atuam por mecanismos de feedback, ou 
seja, quando uma determinada concentração da proteína é alcançada, esta é capaz 
de inibir uma das enzimas responsáveis por sua produção. 

Muitos destes mecanismos estão altamente conservados em humanos. As 
moléculas de RNAi (interferência por RNA ou RNA interferon) têm despertado 
interesse crescente como possíveis alvos terapêuticos. O mecanismo de interferência 
por RNA conta com a participação de várias moléculas de RNA como o RNA de 
interferência curto (RNAsi) e os microRNAs (RNAmi) as quais são oriundas de uma 
molécula de RNA bifilamentar modificada por ação enzimática. Tais moléculas 
diminutas de RNA são capazes de interagir com o RNAm do patógeno inibindo-os ou 
clivando-os e assim impossibilitando sua tradução, ou seja, atuariam na fase pós- 
transcrição (NAQVI et al., 2009; NAQVI et al., 2018) impedindo que proteínas 
produzidas pelos patógenos provoquem lesão no indivíduo infectado. 

Outra abordagem se utilizando de conceitos genéticos para a criação de 
produtos com potencial terapêutico é o uso de vetores (tecnologia do DNA 
recombinante) para clonar e produzir massivamente polipeptídeos com ação 
antimicrobiana. Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são efetores multifuncionais do 


sistema imune inato das superfícies mucosas e apresentam atividade antimicrobiana 


182 


contra uma variedade de vírus, bactérias e fungos patogênicos (GLEBA; KLIMYUK; 
MARILLONNET, 2005). 

Os genes relacionados com produção do peptídeo de interesse podem ser 
introduzidos em vetores virais e clonados usando vegetais como meio de incubação. 
A multiplicação exponencial dos vírus transformados leva a uma concomitante 
produção dos vetores contendo o peptídeo, sendo passíveis de extração e purificação 
posterior do produto de interesse (CUNHA et al., 2017). Essa tecnologia (biossíntese) 
tem sido proposta para clonagem de IgG e outros peptídeos como objetivo de produzir 
inclusive vacinas com potencial capacidade de imunização para diversos tipos de 
patógenos, assim como produção de novos polipeptídeos com ação antimicrobianos 
(GLEBA; KLIMYUK; MARILLONNET, 2005). 


7. TERAPIA FOTODINÂMICA ANTIMICROBIANA 

A terapia fotodinâmica antimicrobiana (aTFD) ou inativação fotodinâmica é um 
procedimento que consiste em excitar componentes microbianos expondo-os a uma 
fonte de luz num determinado comprimento de onda. Trata-se de uma reação 
fotoquímica não térmica, que se dá pela presença de de luz visível, oxigênio e um 
corante fotossensibilizador resultando na formação de espécies reativas de oxigênio 
(SPERANDIO; HUANG; HAMBLIN, 2013). 

Havendo irradiação do fotossensibilizador no comprimento de onda correto, 
este último absorve os fótons da fonte de luz (GURGEL, 2013) e passa para um estado 
de excitação que, por mecanismos fotoquímicos distintos, pode agir removendo 
átomos de hidrogênio ou transferindo elétrons para o substrato biológico (EDUARDO 
et al., 2015), levando a formação de radicais livres como superóxido e peróxido de 
hidrogênio, que tem capacidade de oxidar várias biomoléculas, chamado fotoprocesso 
Tipo | (HUANG; HUANG; MROZ, 2010; FREITAS et al., 2017). Ainda em estado 
excitado, o fotossensibilizador pode transferir energia para as moléculas de oxigênio 
produzindo oxigênio singleto pelo fotoprocesso Tipo Il, que é o principal mediador do 
dano causado aos microrganismos (MELO et al., 2013; FREITAS et al., 2017). 

Essas moléculas formadas durante esse processo podem causar danos 
irreversíveis no metabolismo do microrganismo alvo, além de danificar estruturas 
como a membrana plasmática resultando na morte do patógeno. Os dois mecanismos 
ocorrem simultaneamente, mas em proporções diferentes. Segundo Wilson 2004, 
todos esses eventos vão depender de fatores como o comprimento de onda da luz, 
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sua potência, o tempo de irradiação, o diâmetro da sonda, se a emissão da luz é 
contínua ou pulsada e se a irradiação é focada ou desfocada. Esses fatores 
influenciam diretamente na interação da luz com o corante fotossensibilizador, mas 
fatores relacionados à bactéria também devem ser levados em consideração, como 
as características fisiológicas das células, estágio de crescimento e densidade em 
suspensão ou em biofilme, pois estes também podem causar interferências na terapia. 

A TFD é considerada uma terapia promissora por ser capaz de matar uma 
ampla variedade de micróbios independente da resistência à antibioticoterapia 
(HAMBLIN; HASAN, 2004), sem desenvolver espécies fotoresistentes (LAURO et al., 
2002), com seletividade suficiente para gerar pouca repercussão no hospedeiro, com 
baixo risco de induzir mutações e tempo de ação muito mais curto quando comparada 
com os antibióticos tradicionais. E tudo isso é possível sem a identificação do agente 
etiológico (ALVES et al., 2008; COSTA et al., 2012). 


8. CONCLUSÃO 

Cada metodologia descrita apresenta seus benefícios, bem como lados 
negativos, o que enfatiza ainda mais a necessidade de uma investigação precisa para 
a aplicação da melhor terapia para o paciente. Podemos ver também que algumas 
dessas terapias descritas são utilizadas desde a antiguidade (ex: plantas medicinais), 
e que na atualidade, existem tecnologias inovadoras que são potenciais candidatas 
contra microrganismos resistentes, mas que também precisam de mais estudos que 
possam garantir segurança na prática clínica. Todas as metodologias esplanadas são 
capazes de interferir na estabilidade desses microrganismos patogênicos, bem como 
nos fenômenos de resistência microbiana, podendo agrava-los ou diminuí-los a 


depender do uso. 
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RESUMO: As infecções bacterianas são consideradas um dos principais problemas 
de saúde em todo mundo, sendo um dos grandes fatores relacionados com a 
ocorrência de internações hospitalares. Porém, as terapias utilizadas na clínica vêm 
apresentando ineficiência no tratamento, devido aos constantes relatos da resistência 
aos antimicrobianos. Esses fatores justificam a constante busca por novos compostos 
antimicrobianos que sejam capazes de atuar por meio de outros tipos de mecanismos 
de evasão à resistência. Dessa forma, o objetivo desse capítulo é avaliar como vem 
sendo feita a busca de novos compostos antimicrobianos exclusivamente sintéticos 
que utilizem a abordagem da química medicinal no intuito de obter moléculas mais 
seletivas e com diferentes mecanismos de ação dos fármacos já difundidos na clínica. 
De acordo com a pesquisa realizada, foram encontrados cerca de 317 artigos 
relacionados ao desenvolvimento de novos compostos antibacterianos, destes, 29 
artigos apresentaram resultados relacionados com desenvolvimento de moléculas 
antibacterianas obtidas por meio de estratégias sintéticas. E interessante notar que 
uma grande quantidade de artigos (12) abordou a síntese de compostos de origem 
inorgânica, sendo utilizados como terapia direta ou em combinação. Estes resultados 
mostram uma perspectiva positiva na forma como as infecções bacterianas podem 
ser tratadas, em que mesmo a grande maioria dos estudos estando presentes ainda 
nas fases experimentais pré-clínicas, é possível ver umamudança de perfil quanto ao 
desenvolvimento de novos antibióticos, sendo os compostos inorgânicos cada vez 
mais empregados com possíveis terapias antibacterianas. 
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ABSTRACT: Bacterial infections are considered one of the main health problems 
worldwide, being one of the major factors related to the occurrence of hospitalizations. 
However, therapies used in the clinic have shown inefficiency in treatment, due to 
constant reports of resistance to antimicrobials. These factors justify the constant 
search for new antimicrobial compounds that are capable of acting through other types 
of resistance avoidance mechanisms. Thus, the objective of this chapter is to evaluate 
how the search for new exclusively synthetic antimicrobial compounds has been 
carried out using the medicinal chemistry approach in order to obtain more selective 
molecules and with different mechanisms of action of drugs already disseminated in 
the clinic. According to the research, about 317 articles were found related to the 
development of new antibacterial compounds, of these, 29 articles presented results 
related to the development of antibacterial molecules obtained through synthetic 
strategies. It is interesting to note that a large number of articles (12) addressed the 
synthesis of compounds of inorganic origin, being used as direct or combination 
therapy. These results show a positive perspective on how bacterial infections can be 
treated, in which even the vast majority of studies are still present in the preclinical 
experimental phases, it is possible to see a profile change regarding the development 
of new antibiotics, the compounds being inorganic compounds increasingly used with 
possible antibacterial therapies. 


KEYWORDS: Bacteria. Synthetic compounds. Therapy 
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1. INTRODUÇÃO 

As infecções bacterianas são consideradas um dos principais problemas de 
saúde em todo mundo, sendo um dos grandes fatores relacionados com a ocorrência 
de internações hospitalares. A maioria destas infecções são tratadas com uma 
variedade de antibióticos e antifúngicos que possuem mecanismos de ação 
diversificados. Porém, as terapias utilizadas na clínica vêm apresentando ineficiência 
no tratamento, devido aos constantes relatos da resistência aos antimicrobianos 
(CHEESMAN et al., 2017). 

Último relatório anual feito pelo Centro para o Controle e Prevenção de 
Doenças dos Estados Unidos (CDC) apresentaram dados alarmantes sobre a 
resistência a antibióticos e antifúngicos. De acordo com esse relatório, a cada ano, 
ocorrem cerca de 2,8 milhões infecções resistentes, resultando em mais 35.000 
óbitos. Ainda de acordo com este levantamento, foram descritos mais de 18 
microrganismos resistentes, sendo classificados de acordo com o risco de gravidade 
à saúde dos pacientes como mostra a tabela 1. A nível mundial esse quadro se agrava 
ainda mais segundo as estimativas recentes da Organização Mundial da Saúde 
(OMS), que em seu relatório, estimou que o número de antibióticos novos 
desenvolvidos está cada vez menor. Além disso, novos antibióticos aprovados fazem 
parte de classes terapêuticas já utilizadas, apresentando os mesmos mecanismos de 
ação, não sendo, portanto, tão eficiente para vencer essa 

barreira da resistência, principalmente frente a bactérias Gram-negativas 
(WHO, 2019). Esses fatores justificam a constante busca por novos compostos 
antimicrobianos que sejam capazes de atuar por meio de outros tipos de mecanismos 
de evasão à resistência. De acordo com relatório de estudos pré-clínicos, o número 
de compostos nesta fase é bastante elevado, porém, isso significa que estas 
substâncias serão aprovadas, visto que muitas etapas ainda precisam ser realizadas 
(WHO, 2019). 

Além disso, mesmo que estas substâncias apresentem resultados positivos, 
ainda se faz necessário a realização dos testes de fase clínica, sendo esta fase, a 
principal barreira para aprovação de novos compostos, devido a propriedades 
inerentes ao próprio fármaco como baixa biodisponibilidade e elevados efeitos 
adversos que o impedem de serem utilizados em humanos. Como consequência 
direta desses empecilhos, as substâncias que caso apresentem resultados positivos 
em todos os testes, levarão em média 15 a 20 anos para serem comercializadas 
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(BOUDES, 2014). 

Para vencer essas barreiras no menor tempo possível, grande parte das 
indústrias farmacêuticas quanto as pesquisas realizadas em laboratórios acadêmicos, 
vem utilizando uma junção de abordagens multidisciplinares para construção de 
fármacos cada vez mais específicos para os tipos de microrganismos, sendo capazes 
de atuar adaptando-se aos mecanismos de resistência promovidos pelos patógenos 
(MANDAL et al., 2009). Neste tipo de abordagem, grande parte do desenvolvimento 
de novas moléculas deve se basear nas informações sobre as características 
microbiológicas, bioquímicas e genéticas de todos os microrganismos de importância 
clínica já abordados. No qual esses dados fornecem um ponto de partida para busca 
de novos compostos que atuem exatamente nos alvos moleculares responsáveis 
pelos mecanismos de sinalização, crescimento e resistência dos microrganismos 
(PASKOVATY et al., 2005; FISHMAN, 2006). 

Além disso, a unificação dessas ciências com a química medicinal permite que 
o desenvolvimento de todas as moléculas possam ser racionalmente planejados, 
possibilitando a realização de testes preliminares farmacocinéticos e 
farmacodinâmicos in sílico antes mesmo da síntese destes compostos, o que reduz a 
probabilidade de sintetizar moléculas com propriedades indesejadas e/ou inativas em 
organismos de maior complexidade (BARRET et al., 2008; KAPETANOVIC, 2008). 
Entretanto, grande parte das moléculas utilizadas para o tratamento de infecções 
bacterianas são obtidas através de fontes naturais, reduzindo a obtenção de 
compostos com ampla variedade estrutural, boa disponibilidade e baixa toxicidade 
(MAHAJAN; BALACHANDRAN, 2017). 

Já em relação ao desenvolvimento de compostos sintéticos, todas estas 
propriedades podem ser melhoradas, visto que cada parte da molécula é construída 
manualmente, determinando os grupos funcionais apropriados para atender a todos 
os requisitos necessários de atividade, reduzindo a presença de grupos toxicofóricos 
que estão presentes em grande parte dos compostos naturais (BLACKMORE et al., 
2018; YANG et al., 2020). 

Dessa forma, o objetivo desse capítulo é avaliar como vem sendo feita a busca 
de novos compostos antimicrobianos exclusivamente sintéticos que utilizem essa 
abordagem da química medicinal no intuito de obter moléculas mais seletivas e com 


diferentes mecanismos de ação dos fármacos já difundidos na clínica. 
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Tabela 1. Listas de microrganismos descritos pela CDC. 





Ameaças graves 


Ameaças urgentes 


Sob ameaças 


Em observação 





Acinetobacter resistente a 
carbapenêmicos 


Campylobacter resistente a 
medicamentos 


Estreptococo do grupo A 
resistente à eritromicina 


Mycoplasma genitalium 
resistente a medicamentos 





Clostridioides difficile 


Enterobacteriaceae produtoras de ESBL 


Estreptococo do Grupo B 
resistente à clindamicina 


Bordetella 
pertussis resistente a 
medicamentos 





Enterobacteriaceae resistente 
a carbapenêmicos 


Enterococos resistentes à vancomicina 
(VRE) 





Neisseria gonorrhoeae 


Pseudomonas aeruginosa 
multirresistente 





Acinetobacter resistente a 
carbapenêmicos 





Clostridioides difficile 


Salmonella não tifóide resistente a 
medicamentos 





Enterobacteriaceae 
resistente a carbapenêmicos 


Sorotipo de Salmonella resistente a 
medicamentos Typhi 





Shigella resistente a medicamentos 





Staphylococcus aureus resistente à 
meticilina (MRSA) 





Streptococcus pneumoniae resistente a 
medicamentos 











Tuberculose resistente a medicamentos 














Fonte: CDC. Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019. Atlanta, GA: U.S. Department of Health and Human Services, CDC; 2019. 
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2. METODOLOGIA 

Este capítulo trata-se de uma breve revisão de literatura contento artigos 
publicados entre os anos de 2016 a 2020 nas principais bases de dados acadêmicas. 
Para discussão dos resultados foram considerados como apenas artigos de pesquisa 
que estivessem relacionados com o tema abordado e com os seguintes descritores: 


agentes antibacterianos, agentes farmacológicos e antibióticos. 


3. RESULTADO E DISCUSSÃO 

De acordo com a pesquisa realizada, foram encontrados cerca de 317 artigos 
relacionados ao desenvolvimento de novos compostos antibacterianos, destes, 29 
artigos apresentaram resultados relacionados com desenvolvimento de moléculas 
antibacterianas obtidas por meio de estratégias sintéticas. 

É interessante notar que uma grande quantidade de artigos (12) abordou a 
síntese de compostos de origem inorgânica, sendo utilizados como terapia direta ou 
em combinação. Para melhor visualização dos resultados, segue abaixo uma tabela 
contendo todas as substâncias encontradas que foram avaliadas frente cepas de 
grande interesse clínico, sendo descrita de forma resumida os possíveis alvos 
farmacológicos envolvidos com o mecanismo de ação de cada substância e fase de 
estudo na qual foram realizado os ensaios, sendo a discussão realizada de acordo 


com cada alvo envolvido na terapia. 
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Tabela 2. Lista de moléculas sintéticas. 















































Nome do composto Possível alvo Microrganismo Fase de Referência 
farmacológico Estudo 
Nanopartículas de Prata-cobre dopada DNA S. aureus In vitro ABDULREHMAN et al., 2020. 
com boro 
benzopirano [ 4,3 ] pirrol-4 (1H) -ona DNA girasse, S. aureus, E.coli In vitro D'ATANASIO et al., 2020. 
topoisomerse IV 

Peptídeos Ib-M Membrana E. coli In vitro PRADA-P'RADA et al., 2020. 

plasmática 
MAC-545496 GraR S. aureus, Galleria mellonella, In vitro EL-HALFAWY et al., 2020. 
2-ciclopentenil-5- (4-clorofenil) - EPS Salmonella typhimurium In vitro DIELTJENS et al., 2020. 
2aminoimidazol 
Derivados B-lactâmicos, Transpeptidase-5 Mycobacterium tuberculosis | In silico SABE et al., 2019. 
diarilquinolínicos, oxazolidínicos e 
rifamicínicos 
Peptídeos conjugados com nanoclusters Membrana MRSA In vitro PRADA et al., 2019. 

de ouro plasmática 

Nanopartícula de ouro Parede celular, S. pneumoniae In vitro ORTIZ-BENITEZ et al., 2019. 
membrana 
plasmática 

Pseudopeptídeos Membrana MRSA e pseudomonas In vivo NICOLAS et al., 2019. 
plasmática aeruginosa 
Análogos da lisocina E MK S. aureus In vitro ITOH et al., 2019. 
Análogos desoxi-glicosídeos Membrana Bacillus anthracis In vitro DIAS et al., 2018 

plasmática 

Nanopartículas de prata revestidas com Biofilme P. aeruginosa In vitro CHAKRABORTY et al., 2018. 

3,6-Di (piridin-2-il) -1,2,4,5-tetrazina (pyiz) 
Nanopartículas de prata em NaCl E S. aureus, P. In vivo LIU et al., 2018 











aeruginosa e E. coli 
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Complexo de cobalto LasR-3-0xo-C12- P. aeruginosa In vitro BORGES et al., 2018. 
HSL ;In silico 
MAC-13243 Membrana E. coli In vitro MUHEIM et al., 2017 
plasmática 
Derivados N-acilhidrazona T3SS Chlamydia spp. In vitro ZHANG et al., 2017. 
S. aureus, S. pneumoniae, 
NCL195 Membrana Acetinobacter In vitro OGUNNIYI et al., 2017. 
plasmática spp., Neisseria minigiditis, A. 
baumannii, 
P. aeruginosa, E. coli, K. 
pneumoniae, Enterobacter 
spp. 
Difenil-ureia Parede celular S. aureus In vitro MOHAMMAD et al., 2017. 
MRL-770, MRL-423, MRL-1082 DNA girase E. coli, A. baumanni, P. In vitro WALKER et al., 2017. 
aeruginosa, K. 
pneumoniae e S. aureus 
CORM-2 ESBL E. coli In vitro BANG et al., 2017. 
Guanidina-peptídicomimética Biofilme S. aureus, E. coli, S. In vitro NIZALAPUR et al., 2017. 
marcescens, P. 
aeruginosa 
Galium dopado com carbono Biofilme, cascata P. aeruginosa In vitro KUMAR et al., 2017 
metabólica 
Nanopartículas de vanádium Citosol S. aureus e P. aeruginosa | Invitro WANG et al., 2017 
Análogos di-benzeno-pirilium-indoleno Lipídeo Il Enterococcus spp. In vitro e CHAUHAN et al., 2016. 
In vivo 
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N-heterociclos revestidos com Membrana S. aureus, MRSA, K. In vitro FENG et al., 2016. 
nanopartículas de ouro plasmática pneumoniae, MDRPA, 
P. aeruginosa 
AuDZnO Biofilme e B. substillis e E. coli In vitro GHOLAP et al., 2016. 
citosol 
SPIO31 Membrana S. aureus e P. aeruginosa In vitro GERITS et al., 2016. 
plasmática 
Peptídeos antimicrobianos (Pin2 [G], Pin2 Membrana ». aureus, P. aeruginosa e In vitro ARENAS et al., 2016. 
[14], P18k, FAi plasmática K. pneumoniae 

Nanopartículas de selênio Parede celular E. colie S. aureus In vitro GUISBIERS et al., 2016. 




















Fonte: MRSA — Staphylococcus aureus resistente à meticilina; MK — menaquinona; ESBL- E. coli produtora de B-lactamase. 
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3.1 MEMBRANA PLASMÁTICA 

A membrana plasmática é um dos alvos mais considerados para o 
desenvolvimento de compostos antibacterianos, visto que a desestabilização deste 
componente pode comprometer diretamente a viabilidade tanto de bactérias Gram- 
positivas quanto de bactérias Gram-negativas. A integridade da membrana é 
fundamental para que todas as bactérias possam realizar tanto funções básicas como 
transporte de substâncias para o meio intra e extracelular, quanto fenômenos de maior 
complexidade como transmissão de informações entre as espécies. Sendo assim, o 
comprometimento da membrana plasmática pode alterar uma série de atividades 
periplasmáticas e intracelulares, que podem culminar na exposição do meio 
intracelular, provocando a lise dos microrganismos devido ao fenômeno osmótico. 

Este fato possivelmente justifica o grande número de compostos (10 artigos) 
encontrados na literatura que atuam por meio desse mecanismo, no qual a grande 
maioria das substâncias apresentou resultados frente a mais de uma cepa, 
evidenciando a importância dessa estrutura para sobrevivência de todos os tipos de 
microrganismos investigados, inclusive de bactérias multi-resistentes. 

Entretanto, a membrana plasmática apresenta uma variedade de componentes 
que permitem sua manutenção, no qual a determinação desses componentes, 
permitem o desenvolvimento de compostos mais seletivos e com menores efeitos 
tóxicos para as células do hospedeiro, que também apresenta membrana plasmática 
com um dos principais constituintes celulares. Dentre os compostos levantados, 
apenas um artigo relatou o desenvolvimento de compostos seletivos para a 
menaquinona (MK), um componente fundamental para a cadeia respiratória de muitos 
patógenos (SASARMAN; PURVIS; PORTELACE, 1974). 

3.2 PAREDE CELULAR 

A parede celular consiste em um polímero de composto por unidade de 
peptídeoglicano unidas por ligação amídicas entre as porções terminais de resíduos 
de aminoácidos que constituem esse polímero. Essa ligação é catalisada por enzimas 
peptidases, que possuem resíduos de aminoácidos nucleofílicos que tornam os 
aminoácidos da parede celular eletrofílicos o suficiente para atrair mais peptídeos que 
substituem a ligação existente entre a enzima e o peptídeo anterior, sendo essa 
reação repetida até a completa formação da parede (SILVEIRA et al., 2006). 

Este componente é essencial para a sobrevivência das bactérias, visto que 
todos esses microrganismos ao perderem a camada de peptídeoglicano estão sujeitos 
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a lise celular também por fenômenos osmóticos. Por isso, grande parte da terapia 
utilizada na clínica consiste no uso de antibióticos que interferem na síntese de parede 
celular. Entretanto, grande parte dos mecanismos de resistência bacteriana permitem 
a evasão de substâncias inibidoras de parede celular, fato que possivelmente justifica 
a pequena quantidade de artigos encontrados para o desenvolvimento de moléculas 
que atuem por esse mecanismo (5 artigos). 

Ainda assim, a grande maioria das substâncias encontradas aqui tratam-se de 
compostos inorgânicos, que possuem diferentes tipos de interação com os patógenos, 
apresentando resultados significativos de inibição de parede celular das principais 
cepas produtoras de B-lactamase, que são enzimas que interagem principalmente 
com compostos orgânicos sujeitos a ataque nucleofílico por estas enzimas, no qual 
um dos compostos inorgânicos (CORM-2) foi descrito como um inibidor direto desse 
mecanismo (GUISIBIERS et al., 2016; ORTIZ-BENITES et al., 2019). 

3.3 BIOFILME 

Para que as bactérias possam sobreviver por longos períodos no hospedeiro é 
necessário muitas vezes que suas células estejam aderidas a uma matriz sólida de 
sustentação, permitindo a formação de colônias e agregados de células que são 
capazes de trabalharem conjunto fornecendo nutrientes e informações necessárias 
para sua sobrevivência mesmo em ambientes desfavoráveis, sendo um dos 
componentes essenciais para o aumento da virulência desses patógenos. A formação 
dessa matriz de sustentação e colonização ocorre através de modificações no 
exopolissacarídeo (EPS) presente na superfície das bactérias, modificando sua 
fisiologia e permitindo que estes microrganismos sejam capazes de se aderir a 
superfícies sólidas, sendo esse processo fundamental para o desenvolvimento de 
infecções crônicas, que são as mais prevalentes nos leitos hospitalares. 

Dessa forma, a produção de moléculas capazes de interferir no processo de 
construção ou até mesmo na remoção de biofilmes já estabelecidos é uma das 
estratégias mais significativas para tratamento de infecções bacterianas resistentes e 
com alta virulência. 6 trabalhos relataram o desenvolvimento de compostos capazes 
de interferir de alguma maneira na capacidade de estabelecimento de biofilmes de 
cepas Gram- positivas e Gram-negativas. Dois dos trabalhos levantados descrevem 
mecanismos de inibição seletiva e alvos específicos diretamente envolvidos na 
formação de biofilmes.Um dos trabalhos descreveu o desenvolvimento de uma 
molécula (MAC-545496) capaz de inibir em concentração nanomolar a proteína GraR, 
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um importante regulador para formação do biolfilme, no qual sua inibição resultou em 
uma diminuição da virulência de cepas resistentes de S. aureus, enquanto que o outro 
trabalho descreveu a síntese de um tiazol complexado com cobalto capaz de inibir a 
proteína LasR fundamental para funcionamento do sistema Quorum sensing (QS) que 
permite a transmissão de informações necessárias para o desenvolvimento de 
resistência bem como auxilia na construção do biofilme de P. aeruginosa. 

3.4 REGIÃO INTRACELULAR 

Uma variedade de alvos promissores para o desenvolvimento de compostos 
antibacterianos seletivos estão presentes no interior das células bacterianas, visto 
que a inibição ou destruição desses alvos é capaz de inviabilizar de maneira mais 
eficiente o desenvolvimento de mecanismos de resistência por parte destes 
microrganismos. Além disso, embora alvos intracelulares sejam mais difíceis de 
serem alcançados, seu desenvolvimento é uma das melhores alternativas de 
tratamento, no qual a grande maioria dos trabalhos mais recentes encontrados atuam 
justamente através de alvos intracelulares. Este resultados mostram uma perspectiva 
positiva na forma como as infecções bacterianas podem ser tratadas, em que mesmo 
a grande maioria dos estando presentes ainda nas fases experimentais pré-clínicas, 
é possível ver uma mudança de perfil quanto ao desenvolvimento de novos 
antibióticos, sendo os compostos inorgânicos cada vez mais empregados com 


possíveis terapias antibacterianas. 


4. CONCLUSÃO 

A infecção bacteriana é um problema mundial que tem feito milhares de vítimas 
por ano devido ao surgimento de bactérias cada vez mais resistentes aos principais 
antibióticos já difundidos na clínica. Além disso, a grande maioria dos antibióticos 
tratam-se de substâncias produzidas há décadas atrás, no qual a grande eficiência 
dessas mesmas substâncias ao longo dos anos acabou diminuindo, por um certo 
período, a procura por novos antibióticos, que priorizassem outras importantes 
propriedades além do combate ao agente patogênico, como menores efeitos 
colaterais, melhor biodisponibilidade e evasão dos mecanismos de resistência. Sendo 
assim, explorar mais a fundo as regiões da membrana plasmática, da parede celular, 
do biofilme e dos diversos componentes intracelulares a fim de quebrar, inibir e/ou 
remover parcial ou totalmente esses componentes, têm sido um dos principais meios 


encontrados para vencer essa batalha contra resistência durante o tratamento. 
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Entender os mecanismos de funcionamento, as características biológicas, 
bioquímicas, genéticas e estruturais de tais organismos, além de usar 
combinadamente a variedade de técnicas e conhecimentos na área da química 
medicinal, atualmente, se mostra como o melhor meio para o desenvolvimento de 
novas substâncias sintéticas específicas, sejam elas orgânicas ou inorgânicas, com 


diversas estruturas não muito tóxicas e promissoras. 
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RESUMO: A resistência bacteriana é um dos problemas mais pertinentes na área de 
saúde pública. Como solução, pesquisas têm sido direcionadas para a utilização de 
nanopartículas como agentes antibacterianos. Desta forma este trabalho aborda de 
forma geral o campo da síntese de nanopartículas metálicas por microrganismos. Foi 
realizado um levantamento qualitativo das informações obtidas, dentre as quais foram 
abordados tópicos relacionados à utilização dos microrganismos como fonte 
biossintética de nanopartículas metálicas antimicrobianas, a síntese dessas 
nanopartículas, caracterização e campo de aplicação. A pesquisa conclui que as 
nanopartículas possuem uma atuação de extrema importância ao combate às 
bactérias multirresistentes, visto que é uma área de inovação e verde. 


PALAVRAS-CHAVE: Bionanotecnologia. Biossíntese. Antimicrobianos. 
Nanopartículas metálicas. Microrganismos. 


ABSTRACT: Bacterial resistance is one of the most relevant problems in the area of 
public health. As a solution, research has been directed to the use of nanoparticles as 
antibacterial agents. In this way, this work approaches in general the field of the 
synthesis of metallic nanoparticles by microorganisms. A qualitative survey of the 
information obtained was carried out, among which topics related to the use of 
microorganisms as a biosynthetic source of antimicrobial metallic nanoparticles, the 
synthesis of these nanoparticles, characterization and field of application were 
addressed. The research concludes that nanoparticles have an extremely important 
role in combating multi-resistant bacteria, since it is an area of innovation and green. 


KEYWORDS: Bionanotechnology. Biosynthesis. Antimicrobials. Metallic 
nanoparticles. Microorganisms. 
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1. INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, doenças infecciosas causadas por bactérias multirresistentes 
representam uma ameaça grave à saúde pública (HULME, 2017). Em particular, o 
Staphylococcus aureus resistente à meticilina, que constitui uma das espécies mais 
perigosas designadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 
(KANCHANAPALLY et al., 2015), assim como a Pseudomonas aeruginosa e 
Salmonella enteritidis também resistentes a múltiplas drogas são conhecidas por seus 
mecanismos de ação frente aos antimicrobianos (KUMAR et al., 2016). O surgimento 
contínuo dessas bactérias resistentes é uma preocupação crescente da saúde 
pública, por estar rapidamente superando o desenvolvimento de novos antibióticos e 
estar amplamente associada ao aumento de morbidade, mortalidade e custo dos 
cuidados (LI et al., 2016) desafiando o campo da ciência a desenvolver novas drogas 
mais eficazes. 

Os patógenos ganham resistência contra antibióticos por diferentes 
mecanismos, como alterações na permeabilidade da membrana, desenvolvimento de 
bombas de efluxo de múltiplas drogas, alterações do ácido desoxirribonucléico (DNA), 
atividade de enzimas degradante de drogas, bem como durações de residência 
intracelular mais longas, em que o nível terapêutico de drogas não pode ser facilmente 
alcançado (ALEKSHUN; LEVY, 2007). 

Nesta perspectiva é interessante a busca por novas estratégias, a necessidade 
de desenvolver alternativas microbicidas aumentaram para resolver as limitações dos 
medicamentos convencionais. Logo, os materiais baseados em nanopartículas 
surgiram como uma nova classe de agentes para a terapia antimicrobiana (WANG et 
al., 2017). A nanotecnologia tem muitas aplicações interessantes como, na área da 
agricultura, tecnológica, ambiental e saúde. Quando se trata em valor de mercado, em 
2017, a nanotecnologia tinha um valor de quase R$ 49 bilhões em todo o mundo e a 
projeção para 2020 é um aumento para aproximadamente R$ 76 bilhões 
(STATISTA, 2020). 

A nanotecnologia verde utiliza agentes naturais de capeamento, redução e 
estabilização para sintetizar nanopartículas com morfologia e tamanho desejados em 
um ângulo digno de nota para os cientistas. Esses métodos incluem a utilização de 
bactérias, algas, fungos e plantas (SINGHAL et al., 2011). 

As nanopartículas (NPs) vêm ganhando cada vez mais espaço em pesquisas 


acadêmicas assim como na indústria, pesquisas mais recentes encontradas na 
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literatura enfatizam principalmente a atividade antimicrobiana dessas NPs, 
predominantemente contra bactérias resistentes a medicamentos (QAYYUM; KHAN, 
2016). Além disso, o uso de NPs como transportador de medicamentos pode apoiar e 
complementar antibióticos tradicionais (SINGH et al. 2020). A eficácia da utilização 
das NPs com efeito antimicrobiano deve-se a três mecanismos principais, como 
estresse oxidativo (GURUNATHAN et al., 2012), liberação de íons metálicos (NAGY 
et al., 2011), estresse não oxidativo (LEUNG et al., 2014), que requerem múltiplas 
mutações genéticas simultâneas na célula bacteriana para desenvolver resistência 
antibacteriana (SINGH, et al. 2020). Desse modo, o objetivo dessa revisão é abordar 
quais microrganismos são capazes de sintetizar as nanopartículas metálicas e suas 


aplicações como antimicrobianos encontradas na literatura. 


2. DESENVOLVIMENTO 
2.1 NANOTECNOLOGIA 

Em 1974, o pesquisador japonês Norio Taniguchi cunhou o termo 
“nanotecnologia”, o prefixo 'nano' é referido a um prefixo grego que significa 'anão' ou 
algo muito pequeno e representa um milionésimo de um metro (inm = 10m). A 
Iniciativa Nacional de Nanotecnologia dos Estados Unidos, define nanotecnologia 
como a compreensão e o controle da matéria em dimensões aproximadamente entre 
1 e 100 nm (KALIMUTHU et al., 2019). 

A nanotecnologia é uma tecnologia multidisciplinar, ela se destaca em diversos 
campos da ciência. É aplicada e abrange diversas áreas como física, química, 
engenharia, biologia, agrícola, ambiental e medicina. Embora o escopo da 
nanotecnologia seja vasto, nos últimos anos, a biossíntese de nanopartículas 
metálicas tem recebido mais atenção como uma nova plataforma para a 
bionanotecnologia e a ciências biomédicas (CHUNG et al. 2019). 

A área de nanotecnologia além de inovadora também muito promissora, a 
National Science Foundation estimou um impacto na economia geral de cerca R$ 1 
trilhão até 2015. O maior nível de desenvolvimento em nanotecnologia é encontrado 
nos Estados Unidos, União Europeia e Japão, que investem cerca de um bilhão de 
dólares por ano, e representam quase metade dos investimentos no mundo (BAYDA 
et al., 2020). Assim, a nanotecnologia tem contribuído para avanços científicos e 
tecnológicos significativos em biotecnologia, diagnóstico e terapêutica. Além disso, a 


nanotecnologia está sendo cada vez mais utilizada no desenvolvimento novos e 
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melhores fármacos (SI et al., 2020). 

A nanociência é uma extensão muito significativa na nanotecnologia verde 
avançada, pois possui a capacidade de produzir e controlar o elemento a nível 
molecular, portanto, ganhou grande consideração dos pesquisadores por sua 
utilização incontável em numerosos campos, como, eletrônica, agricultura, 
magnetismo, química, biomedicina, geologia e óptica Durante as últimas décadas, os 
pesquisadores desenvolveram e caracterizaram morfologias nanoestruturais únicas, 
por ex. nanofios, nanopartículas, nanotubos e nanosfera. Entre o enorme número de 
nanomateriais que surgiram, as nanopartículas são consideradas como blocos de 
construção básicos da nanotecnologia (SHUKLA; IRAVANI, 2019). 

2.2 SÍNTESE DAS NANOPARTÍCULAS METÁLICAS 

A síntese de nanopartículas é um dos maiores seguimentos no ramo da 
nanotecnologia, visto que estas podem ser aplicadas em diversas áreas para 
benefício humano. Originalmente a síntese de nanopartículas se dar por vias química 
e física, com elevada eficiência, obtendo-se partículas puras e com propriedades bem 
definidas. Entretanto, a metodologia utilizada para tal é dispendiosa e potencialmente 
perigosa para o meio ambiente, uma vez que há descarte de material químico 
constante a manutenção do mesmo. Quando se trata sobre métodos físicos, descarga 
por arco e pirólise, porém, são consideradas técnicas não seguras para humanos e o 
ambiente. Da mesma maneira, a síntese química, pois, substâncias como borohidrato 
de sódio e hidrazina geram subprodutos tóxicos (CHUNG et al. 2019). 

As nanopartículas metálicas são conhecidas pelo seu potencial promissor de 
diferentes aplicações. As nanopartículas de ouro (AuUNPS), são manipuladas na 
biotecnologia, especificamente na área médica, devido a sua alta condutividade de 
elétrons e grande área de superfície, por essas razões pode agir como agentes 
transportadores de drogas, tornam-se interessante também por serem menos tóxicas. 
Outra nanopartícula que merece destaque são as de prata (AgNPS), são bem mais 
estudadas devido às suas propriedades ópticas, elétricas e térmicas serem 
interessantes e também pela alta sensibilidade de detecção biomolecular (SHANKAR 
et al., 2016; PEREIRA, et al., 2020). 

A síntese das nanopartículas também pode ser duas maneiras, “de cima para 
baixo” e de “baixo para cima”. Quando o tamanho das grandes estruturas é reduzido 
a escala menor ou nanométrica designa-se ao termo “de cima para baixo”, ao passo 


que o termo “de baixo para cima” caracteriza-se montagem ou automontagem dos 
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átomos ou moléculas que compõem a estrutura moléculas de nanopartículas 
metálicas (BAY DA et al. 2020). 

Devido ao seu tamanho característico, as nanopartículas (NPs) apresentam 
maior seletividade e especificidade para um atingir o alvo, agregando com uma área 
de superfície aumentada, capaz de modificação de superfície, quando comparadas a 
partículas maiores, como as micropartículas. Porquanto, por meio da modificação da 
superfície é possível adicionar moléculas específicas para atingir células-alvo, como 
tecido tumoral ou bactérias. NPs também são capazes de melhorar a capacidade de 
transporte de fármacos e promover um controle na entrega de drogas. O tamanho das 
NPs é uma vantagem diferenciada para fins de direcionamento, uma vez que, essas 
estruturas nanométricas são capazes de penetrar nas células por endocitose ou 
transcitose mediada por receptor, o que aumenta a entrega das moléculas nas 
células(SÁNCHEZ-LÓPEZ et al., 2020). 

2.2.1 SÍNTESE DE  NANOPARTÍCULAS METÁLICAS | POR 
MICRORGANISMOS 

Como alternativa mais sustentável há o sistema biológico de síntese de NPs 
denominado de bioredução, síntese verde, bionanotecnologia ou técnica verde. 
(KUMAR, YADAV, 2008). O emprego de recursos naturais (microrganismos e plantas) 
como potenciais agentes redutores na síntese de NPs metálicas é favorável ao meio 
ambiente e à saúde humana (HUANG et al., 2017). A biossíntese envolve extrato 
biológico de microrganismos (bactérias, fungos, leveduras, algas e vírus) ou plantas 
como agente redutor para reduzir os íons metálicos extracelularmente ou 
intracelularmente (NATH; BANERJEE, 2013). Os métodos para a síntese biológica 
das NPs é realizado de maneira “de baixo para cima” a partir de extratos de plantas 
ou microrganismos usados para redução de sais de metais transformados em metais 
de tamanho nanométrico, assim sendo tem como vantagens a alta reprodutibilidade e 
biocompatibilidade e não envolvem o uso de produtos químicos tóxicos ou solventes 
orgânicos (GAHLAWAT; CHOUDHURY, 2019). 

Microrganismos marinhos, bactérias, fungos e microalgas são relatados para a 
síntese de nanopartículas metálicas por via intracelular ou extracelular; nanopartículas 
sintetizadas podem ser úteis como agente terapêutico (PATIL; KIM, 2018). Na síntese 
intracelular, os nanomateriais são sintetizados dentro da célula e difundidos na parede 
celular. No entanto, na síntese extracelular, materiais extracelulares microbianos, 


incluindo proteínas, aminoácidos e enzimas, participam da síntese de nanopartículas 
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(SATHIYANARAYANAN et al., 2017; LI et al., 2011). 

Singh et al., (2018) destacaram a síntese extracelular de AgNPs usando cepas 
de Pseudomonas sp. estes autores afirmaram que o mecanismo exato dessa 
biossíntese ainda não está totalmente elucidado, mas uma possível explicação, 
segundo Singh (2015) é que os íons metálicos que foram aprisionados são reduzidos 
a nanopartículas na presença de enzimas. Dentre as vantagens no uso de bioprodutos 
extracelulares está a maior facilidade durante o processo de purificação, uma vez que 
não há necessidade de lise celular, o que promoveria o aumento de moléculas 
contaminantes no meio (SINGH et al., 2018). Assim, esse tipo síntese ajudaria a 
contornar muitas das características prejudiciais, permitindo a síntese em pH, pressão 
e temperatura moderados e a um custo substancialmente mais baixo. 

2.2.1.2 SÍNTESE INTRACELULAR DE NANOPARTÍCULAS 

Mesmo o mecanismo de síntese microbiana intracelular de nanopartículas não 
está totalmente definido pela literatura, sabe-se que pode ser realizada pela redução 
de íons encontramos na superfície da parede celular ou no citoplasma contendo 
grupos carregados negativos de enzimas ou proteínas. Os fons metálicos 
aprisionados são reduzidos a formar pequenos núcleos, posteriormente formando 
diferentes nanopartículas morfológicas (SENAPATI et al., 2012). 

Na maior parte dos casos relatados, a síntese intracelular de nanopartículas 
metálicas por microrganismos ocorre com a redução dos íons metálicos pelas enzimas 
presentes na parede celular e na membrana citoplasmática (HULKOTI; 
TARANATH, 2014). 

2.2.1.3 SÍNTESE EXTRACELULAR DE NANOPARTÍCULAS 

A síntese extracelular de nanopartículas por microrganismos é possível pela 
presença de enzima redutase dentro da célula microbiana capaz de catalisar a 
redução de íons metálicos em NPs metálicos. A síntese extracelular de NPs tem 
vantagem sobre o método intracelular em termos de tempo de síntese, uma vez que 
não é necessário nenhum processo posterior para coleta de NPs dos organismos 
(KHANNA et al., 2019). 

Assim, esse tipo de síntese depende das proteínas microbianas da superfície 
ou da secreção das enzimas. Os modelos biológicos, como DNA e proteínas, são 
relatados para uma montagem de nanopartículas, ao oposto da síntese intracelular, é 
bem conhecido o papel da enzima nitrato redutase na síntese de nanopartículas 
metálicas por meio da redução de íons metálicos (Figura 1). 


212 


Figura 1. Possíveis mecanismos da síntese de nanopartículas metálicas por microrganismos (Patil e 













Kim, 2018). 
1. Aprisionamento de íons metálicos 
carregados positivamente na parede 
celular carregada negativamente . 
2. Dentro da parede celular, 
Biossíntese intracelular biorredução enzimática de sais de 





metal 
3. Formação de nanoclusters. 


4. As nanopartícuças são difusas para 
a parede celular. 





Síntese de nanopartículas 
metálicas por microrganismos 
1. Preparação de redutase extracelular | 
em células livres sobrenadante ou, 
extrato. 

2. Sobrenadante livre de células ou 
bioredução de sais metais mediada por 
extrato. 

3. Formação de nanoclusters para 
nanopartículas dentro do 
sobrenadante livre de células ou 
extrato. 







Biossintese extracelular 


Fonte: Os autores. 


2.2.1.4. BACTÉRIAS 

A literatura relata diferentes espécies de bactérias gram-positivas e gram- 
negativas capazes de adsorver e captar íons de metais pesado. Apesar da facilidade 
de manuseio e manipulação genética, há alguns desafios como, falta de controle na 
forma e tamanho das nanopartículas, especialmente quando se trata a escala 
industrial. Logo, é necessário compreender os mecanismos moleculares subjacentes 
a síntese de NP's e assim seria uma possível alternativa de controlar tamanho, forma 
e cristalinidade de nanopartículas (SÁNCHEZ-LÓPEZ et al., 2020). 

2.2.5. FUNGOS 

Os fungos apresentam capacidade de produzir extracelularmente 
nanopartículas em razão dos seus enormes componentes secretores, que auxiliam 
também na redução e capeamento das NP's (SIDDIQI et al., 2018). Também têm 
várias vantagens quando comparado a outros tipos de microrganismos, pois a 
estrutura fúngica é composta por uma rede de hifas que podem suportar maior 
pressão de fluxo e agitação de biorretadores ou câmaras quando se pensa em escala 
industrial (MOGHADDAM et al., 2015). 

2.2.1.6. MICROALGAS 

As microalgas apresentam uma grande variedade de matérias orgânicas 
biologicamente ativas, como proteínas, pigmentos, vitaminas, polissacarídeos e 
metabólitos secundários, logo, esse tipo de microrganismo é um possível precursor 


para síntese de NP“s. Também há relatos que os polissacarídeos têm grupos hidroxila 
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e outras funcionalidades que podem desempenhar papéis importantes na redução e 
na estabilização das nanopartículas, contudo, esses materiais orgânicos ativos podem 
atuar como redutores agentes para formar AgNPs de tamanho e forma controlados, 
incluindo esferas, triângulos, cubos, hastes, fios, hexágonos, pentágonos e fios 
(JACOB et al., 2020). 

2.3 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

A caracterização é importante para avaliar aspectos funcionais das partículas 
sintetizadas, pois, várias são as técnicas utilizadas na caracterização das 
nanopartículas. As nanopartículas são caracterizadas usando diferentes técnicas 
analíticas como microscopia de força atômica (AFM), a qual irá determinar a 
morfologia da superfície de nanomateriais por sua visão topográfica 3D. A 
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) demonstrará o 
envolvimento de biomoléculas no processo de formação de nanopartículas e materiais 
de cobertura de nanopartículas determinado, já as cargas superficiais totais nas 
nanopartículas são caracterizadas por medição do Potencial Zeta. Além disso, o 
potencial Zeta é empregada para examinar características da superfície, propriedades 
do material, composições químicas, forma, tamanho, estrutura microscópica, análise 
térmica (SIDDIQI et a!., 2018). 

O espalhamento dinâmico de luz (DLS), se baseia na interação da luz com as 
nanopartículas. O tamanho das nanopartículas obtidas por DLS é maior do que o 
tamanho obtido por microscopia eletrônica de transmissão (TEM). A composição dos 
elementos (qualitativa e quantitativa) e a natureza cristalina das nanopartículas 
metálicas sintetizadas determinada por técnicas de espectroscopia de energia 
dispersiva (EDS) e difração de raios X (XRD), respectivamente. No EDS, um detector 
converte a energia dos raios X em sinal de tensão (keV). No XRD, os raios X penetram 
nas nanopartículas e o padrão de difração resultante é comparado com os padrões 
para obter informações estruturais (PATIL; KIM, 2018). 

As técnicas de microscopia eletrônica de varredura (SEM) e transmissão (TEM) 
também são usadas para determinar a distribuição, tamanho, forma e localização de 
nanopartículas sintetizadas, além disso, técnicas como, espalhamento Raman (RS), 
espectroscopia de correlação de fluorescência (FCS), espectroscopia de massa (MS), 
ressonância magnética nuclear (NMR) e microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
(RANA et aí., 2020). 
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2.4. MECANISMOS DE TOXICIDADE DAS NANOPARTÍCULAS 

Os estudos na literatura mostram uma grande capacidade de alcance das 
nanopartículas nos sistemas biológicos e deposição em órgãos com suas respectivas 
patologias causadas pela presença das nanopartículas, no entanto, ainda há 
necessidade de estudar os mecanismos antibacterianos para que sejam mais seguro 
e eficazes (XU et al., 2020). 

As NPs podem se ligar eficientemente à superfície bacteriana e romper sua 
parede celular, o que leva ainda à apoptose (OTARIS et al., 2015). Arakha et al., 
(2015) Observaram que NPs com tamanho menor que 20 nm podem penetrar na 
parede celular bacteriana, consequentemente, dificultando as vias bioquímicas 
através da destruição das organelas celulares, o que acaba levando à morte 
de bactérias. 

De acordo com Hajipour et al., (2012) as nanopartículas podem ser recicladas 
para uso repetitivo como agentes antimicrobianos. Isso ocorre por ser muito difícil para 
as bactérias desenvolver resistência contra essas NPs, uma vez que os NPs têm como 
alvo várias vias celulares simultâneas (GUPTA et al., 2019). 

2.5 ANTIBACTERIANOS NA NANOTECNOLOGIA 

Recentemente, verificou-se que os microrganismos desempenham um papel 
fundamental na biossíntese de nanopartículas, pois são inofensivos, ecológicos e 
econômicos (SIVASANKAR et al., 2018). As nanopartículas mediadas por 
microrganismos têm um amplo escopo no campo medicinal devido a facilidade de 
fabricação e liocompatibilidade, abrindo caminho para o desenvolvimento de 
potencias na nanomedicina usando as nanopartículas  biossintetizadas 
(SIVASANKAR et al., 2018). A necessidade da biossintetização das nanopartículas 
têm aumentado devido suas as múltiplas aplicações (LI et al., 2018). 

Estudos têm mostrado que as actinobactérias têm sido reconhecidas como a 
principal fonte de produção de metabólitos eletivos, como os antimicrobianos. Existem 
dois tipos de mecanismos envolvidos na biologia das actinobactérias para a síntese 
de nanopartículas, como sínteses intracelulares e extracelulares, nas quais produzem 
nanopartículas promissoras e biologicamente ativas (MORITA et al., 2018; 
SADHASIVAM et al., 2010). 

Shaaban e Mahdy (2018) relataram que as nanopartículas sintetizadas por 
actinobactérias têm um amplo escopo na nanomedicina para combater os patógenos 


microbianos emergentes. Manikprabhu et al. (2016) utilizaram pela primeira vez as 
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espécies de Sinomonas para síntese de nanopartículas de prata, que demonstraram 
melhor ação antimicrobiana em S. aureus multirresistente a drogas (MDR) com uma 
zona de inibição de 12 mm. As nanopartículas de prata foram testadas utilizando a 
cepa de actinobactérias Streptomyces xinghaiensis e essas nanopartículas foram 
testadas separadamente e em combinação com antibióticos comerciais contra os 
micróbios patogênicos viz. B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, M. furfure C. 
Albicans e apresentaram melhor controle dos patógenos. Sem a combinação de 
antibióticos, foi encontrada concentração inibitória mínima (CIM) de AgNPs contra P. 
Aeruginosa (16 ug/ml), seguido por M. Furfur e C. Albicans (32 ug/ml), E. Colie B. 
Subtilis (64 ug/ml) e K. Pneumonia e S. Aureus (256 ug/ml). 

2.5 APLICAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS METÁLICAS 

A síntese de nanopartículas metálicas tem atraído a atenção dos 
pesquisadores em virtude de suas características físicas e químicas, que não são 
encontradas em materiais convencionais, permitindo sua aplicação em vários campos 
da ciência, utilizando-se das propriedades únicas, como grande área superficial, 
estabilidade, resistência mecânica excepcional e pontos de fusão mais baixos, tornam 
as NPs altamente compatíveis com várias aplicações clínicas, como administração de 
medicamentos, terapia contra câncer, inibição de biofilme e tratamento de infeções 
microbianas, agricultura, biotecnologia, indústria de alimentos entre outros (THANH; 
VERDE, 2010). 

Em relação à sua atividade como antimicrobiano, quanto menor as 
nanopartículas, maior a área de superfície específica e, portanto, a atividade 
antimicrobiana das AgNPs pode ser explorada para desinfecção em estações de 
tratamento de águas residuais, para evitar a colonização bacteriana e eliminar 
microrganismos em juntas de borracha médica e de silicone para proteger e 
transportar alimentos e tecidos. Entretanto para sua aplicação é necessária 
caracterização sua atividade antimicrobiana para formular a concentração mais eficaz 
para cada aplicação (SIVASANKAR et al., 2019). 

Tendo em vista o aumento crescente de patógenos resistentes a antibióticos, é 
essencial a busca por novos agentes capazes de combatê-los, sendo essa uma 
aplicação importante nas NPs. Nanopartículas de prata produzidas por Pseudomonas 
sp. apresentaram atividade contra vários microrganismos, incluindo Staphylococcus 
aureus, Candida tropicalis, Vibrio parahaemolyticus e Pseudomonas aeruginosa, além 
disso impediram a formação de biofilmes (SINGH et al., 2018). 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A presença da nanotecnologia trouxe novas perspectivas na medicina com 
a biossíntese de nanopartículas capazes de combater a resistência microbiana. 
Através desta revisão foi possível mostrar que microrganismos são capazes de 
sintetizar nanopartículas metálicas com capacidade antimicrobiana de inibir o 
crescimento das bactérias multirresistentes, causadoras de sérios problemas na 
saúde pública, sua síntese, caracterização e setores de aplicação dessas 


nanopartículas, assim como sua importância. 
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RESUMO: Dentro da classe dos pigmentos naturais, destacam-se os carotenoides, 
responsáveis pelas cores amarelo, laranja e vermelho. São utilizados nas indústrias 
alimentícia, médica, farmacêutica e cosmética, onde além de atuarem como corantes, 
também possuem propriedades antioxidantes, fotoprotetoras, antimicrobianas, entre 
outras. Os carotenoides são sintetizados por plantas, micro-organismos ou por 
fabricação química. A síntese microbiana vem sendo uma alternativa promissora para 
a produção de carotenoides, com bons rendimentos e rapidez de obtenção. 
Carotenoides obtidos a partir de micro-organismos têm apresentado resultados 
interessantes como agentes antimicrobianos, e vêm estimulando maiores 
investigações e a sua aplicação na área de terapias emergentes, na busca por novos 
antibióticos. 


PALAVRAS-CHAVE: Pigmentos naturais, produção microbiana, atividade 
antimicrobiana. 


ABSTRACT: Within the class of natural pigments, we highlight the carotenoids, 
responsible for the colors yellow, orange, and red. They are used in the food, medical, 
pharmaceutical and cosmetic industries, where in addition to acting as dyes, they also 
have antioxidant, photoprotective, antimicrobial properties, among others. Carotenoids 
are synthesized by plants, microorganisms, or by chemical manufacture. Microbial 
synthesis has been a promising alternative for the production of carotenoids, with good 
yields and speed of obtaining. Carotenoids obtained from microorganisms have shown 
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exciting results as antimicrobial agents. They have been stimulating further 
investigations and their application in the area of emerging therapies, in the search for 
new antibiotics. 


KEYWORDS: Natural pigments, microbial production, antimicrobial activity. 
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1. NTRODUÇÃO 

Os carotenoides são uma família de pigmentos terpenoides que abrangem o 
espectro de cores entre o amarelo, laranja e vermelho, associados a plantas e 
animais; são sintetizados por organismos fotossintéticos e por muitas bactérias, 
fungos filamentosos e leveduras. Têm efeitos benéficos para a saúde, protegendo o 
organismo contra os danos oxidativos (KIM et al., 2010; BREITENBACH et al., 2019; 
LINZEMBOLD et al., 2020). 

Estes pigmentos naturais também são produtos comerciais desejáveis 
utilizados como corantes, suplementos alimentares e nutracêuticos nas indústrias 
alimentar, médica e cosmética. Apenas alguns dos mais de 700 carotenoides 
identificados são produzidos industrialmente, sendo o B-caroteno, um aditivo popular 
para manteiga, sorvete, suco de laranja, doces, o mais proeminente (CERON- 
GARCIA et al., 2018; CANTARERO et al., 2020). 

A produção comercial de carotenoides naturais a partir de micro-organismos 
vem sendo uma abordagem inovadora e mais ecológica que a fabricação sintética por 
procedimentos químicos. Apesar da disponibilidade de uma variedade de 
carotenoides naturais e sintéticos, existe um interesse crescente pela produção por 
fontes microbianas devido às muitas vantagens desse processo (MATSELYUKH et 
al., 2013). Assim, métodos biotecnológicos industriais de produção de carotenoides 
têm sido desenvolvidos utilizando as algas Dunaliella salina e Haematococcus 
pluvialis, o fungo Blakeslea trispora e a levedura heterobasidiomiceto 
Xanthophyllomyces dendrorhous (JIN et al., 2017; BREITENBACH et al., 2019; 
SHARIATI et al., 2019; TUAN et al., 2019; EL-BAZ et al., 2020). 

A aplicação desses corantes sintetizados por micro-organismos como agentes 
antimicrobianos tem sido investigada, devido à variabilidade de compostos e seus 
potenciais (YOO et al., 2016). Os carotenoides com ação antimicrobiana podem ser 
utilizados na indústria alimentícia, atuando contra bactérias que colonizam alimentos 
e auxiliando na conservação dos produtos; como também, podem ser aplicados na 
indústria farmacêutica devido ao seu potencial terapêutico, substituindo os 
antimicrobianos comumente utilizados de origem sintética (KUMAR et al., 2015; SILVA 
et al., 2018). A Levedura Sporobolomyces sp. isolada da superfície da filosfera da 
planta de arroz, por exemplo, produziu pigmento carotenoide com atividade 
antibacteriana contra Enterococcus sp., Staphylococcus aureus, Streptococcus 
faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa (MANIMALA e 
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MURUGESAN, 2014). 
Porém, o papel dos carotenoides como antimicrobianos, seu mecanismo de 
ação, sua eficiência e suas aplicações nos setores industriais, ainda tem sido pouco 


investigado e estimula maiores discussões. 


2. CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS CAROTENOIDES 

Os carotenoides são um dos diversos grupos de pigmentos de origem natural com 
enorme importância para a saúde e economia. O nome carotenoides provém do termo 
científico da cenoura, Daucus carote, identificada em 1831 como a primeira fonte de 
caroteno (GOODWIN,1952). 

Esta classe de pigmentos pode ser encontrada em diversos organismos vivos, seja 
por síntese metabólica (leveduras, microalgas, bactérias, frutas e vegetais) ou por 
acumulação (flamingo, camarão, lagosta, siri, salmão, truta) (MESQUITA, 2017; 
NISAR, 2015). 

Os carotenoides se originam da via biossintética dos terpenoides (C40) e 
apresentam em sua estrutura básica oito unidades isoprenoides, com um longo 
sistema conjugado de ligações duplas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019; ARYEE, AGYEI, 
AKANBI, 2018). Esse sistema atua como o cromóforo destas moléculas, ou seja, a 
propriedade pela qual permite a absorção de luz e reflexão de cor (BRITTON, 1996). 
A quantidade de ligações conjugadas e a presença ou ausência de funções influencia 
no espectro de luz absorvido, consequentemente na coloração obtida (RIBEIRO E 
SERAVALLI, 2004), e também na alta reatividade química dos pigmentos (VALDUGA 
et al., 2009). 

A maioria dos carotenoides é constituída por uma cadeia de 40 carbonos, outros 
são formados por 30 e outros mais raros são formados por 50 átomos de carbono 
(HEIDER et al., 2014; MENDES-SILVA et al., 2020, no prelo). Devido a essa 
diversidade de estruturas, os carotenoides apresentam várias propriedades físicas e 
químicas, além de atividades biológicas (KIRTI et al., 2014; MENDES-SILVA et al., 
2020, no prelo). 

Sua classificação se dá basicamente em dois grupos: os carotenos, cadeias 
hidrocarbônicas lineares que podem conter carbonos cíclicos em uma ou nas duas 
extremidades, e as xantofilas, que são derivados oxigenados dos carotenos 
(MESQUITA, 2017). Suas aplicações industriais vão desde a área alimentícia, 
colorindo naturalmente os produtos processados, substituindo o uso dos corantes 
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artificiais que são comprovadamente associados a distúrbios metabólicos e 
citotóxicos; até sua utilização na criação de aves e crustáceos, onde são adicionados 
na alimentação animal, a fim de conferir coloração mais forte aos ovos e carnes 
(MESQUITA, 2017). Também são utilizados nas indústrias farmacêuticas e médica, 
como pró-bióticos, xaropes, antioxidantes, agentes antimicrobianos, para controle de 
doenças, e na modulação de reações imunológicas; bem como, na produção de 
protetor solar, curtidores, cremes, entre outros produtos da indústria de cosméticos 
(EL-BANNA, EL-RAZEK, EL-MAHDY, 2012). Na tabela 1 estão alguns produtos que 


utilizam carotenoides e suas aplicações. 


Tabela 1: Produtos à base de carotenoides e suas aplicações na indústria. 


























Carotenoide Produto Marca Aplicação/Função 
Cantaxantina e Carophyl Redê Dsm Aditivos em rações de 
astaxantina peixes, aves e camarões; 
B-caroteno Beta Caroteno Sundown naturals| Suplemento alimentar 
B-caroteno Doce Marrom Predilecta? Corante 
Glacê 
Licopeno Lycopeneô Sundown naturals| Suplemento alimentar 
Luteína Linha Profuse Aché Antioxidante para a pele 
Ensolei em dermocosmético 
B-caroteno, luteína e Vitalux"M Plus Novartis Degenaração macular 
zeaxantina relacionada à idade 
Urucum Cremogema Maisena Corante 
Sabor Tradicional 




















Fonte: MESQUITA, 2017; VALDUGA, 2009. 


Os carotenoides também apresentam benefícios à saúde humana, destacando-se 
suas atividades preventivas a doenças cardiovasculares, distúrbios neurológicos, 
porfiria, cânceres e fotossensibilidade, bem como o fortalecimento do sistema 
imunológico. Além disso, alguns destes pigmentos naturais são conhecidos por sua 
ação pró-vitamínica A, que atua na saúde da retina, prevenindo degeneração macular, 
e catarata, através de sua ação antioxidante (VALDUGA et al., 2009; MESQUITA, 
2017). Alguns também se destacam por sua atividade antioxidante, que devido a sua 
estrutura molecular, captam os radicais livres formados como subprodutos das 
reações metabólicas do organismo, combatendo o estresse oxidativo que atinge as 
células (CRESPO et al., 2018). Outros apresentam capacidade de inibir o crescimento 
bacteriano in vitro (MOREIRA, 2019). 
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3. MICRO-ORGANISMOS PRODUTORES DE CAROTENOIDES 

Os pigmentos carotenoides utilizados na indústria podem ser obtidos por extração 
a partir de fontes naturais ou produzidos sinteticamente (MESQUITA, 2017). Sua 
produção a partir de micro-organismos pode ser realizada por método rápido e 
altamente eficiente, em que se pode controlar os fatores que influenciam no 
crescimento do micro-organismo, como pH, luminosidade, temperatura, composição 
nutricional do meio de cultura, taxas de aeração e agitação (MUSSAGY, 2018; 
MENDES-SILVA et al., 2020, no prelo). Assim, é possível produzir uma variedade de 
cores com procedimentos relativamente fáceis para extração e separação de 
biomassa celular (MENDES-SILVA et al., 2020, no prelo). 

Além disso, associado a este monitoramento podem-se utilizar estratégias para a 
melhoria da biossíntese e alcançar altos rendimentos, como testes para maior 
atividade enzimática, e análises da melhor fonte de carbono, utilizando resíduos 
agroindustriais como substratos; os quais podem também reduzir o custo de produção 
e tornar o processo biotecnológico mais “verde” (VALDUGA et al., 2009; 
MARTINS, 2017). 


A produção destes pigmentos por micro-organismos é um mecanismo natural de 
proteção contra danos foto-oxidativos, dado a isso a propriedade antioxidante desses 
pigmentos (AVALOS e CARMEN LIMON, 2015; ECHAVARRI-ERASUN e JOHNSON, 


2002). Na tabela 2, podem-se observar alguns carotenoides produzidos por micro- 





























organismos. 
Tabela 2: Carotenoides extraídos de micro-organismos. 
Carotenoides Exemplos de fontes produtoras 
Luteína Chlorella sorokiniana (microalga) 
Zeaxantina Dunaniella salina (microalga) 
B-caroteno 
B-caroteno Rhodotorula rubra (levedura) 
Astaxantina Haematococcus pluvialis (microalga) 
Cantaxantina Rhodococcus maris (bactéria) 
Astaxantina Xanthophyllomyces dendrorhous (levedura) Chlorella zofingiensis 
(microalga) 





Fonte: MESQUITA, 2017; VALDUGA et al, 2009. 


Geralmente produzido a partir do metabolismo secundário, carotenoides 
extraídos de microalgas têm alto valor comercial (CRESPO et al, 2018). As microalgas 
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Haematococcus pluvialis (KIRTI et al, 2014) e Dunaniella destacam-se na produção 
em larga escala de B-caroteno, sendo esta última utilizada como fonte deste pigmento 
para diversas indústrias no Japão, China, Austrália, Mongólia e Estados Unidos 
(VALDUGA et al., 2009). 

O grupo das bactérias também apresenta alguns representantes na produção de 
carotenoides, como Flavobacterium produtora de zeaxantina (KIRTI et al, 2014), 
Micrococcus luteus produtora de um carotenoide raro sarcinaxantina (NETZER et al, 
2010), a bactéria marinha Brevundimonas scallop encontrada no intestino da concha 
Chlamys nobilis, capaz de produzir astaxantina e zaexantina (LIU et al, 2020). 
Haloarchaea também foi identificada como produtora de bacterioruberina (GIANI, 
2019), e Gordonia terrae TWRHO1, como produtora do carotenoide equinenona (LOH 
et al, 2020). 

No reino Fungi há representantes que produzem uma grande variedade de 
pigmentos, sendo os carotenoides os que mais se destacam (SAJID e AKBAR, 2018). 
Aproximadamente 200 espécies de fungos sintetizam carotenoides (DUFOSSÉ et al., 
2005), produzindo altos níveis desses terpenoides, obtendo de 5 a 30mg/g de 
biomassa (ECHAVARRI-ERASUN e JOHNSON, 2002). A tabela 3 mostra grupos de 


fungos filamentosos e leveduras produtores de carotenoides. 


Tabela 3: Principais carotenoides produzidos por fungos. 











Grupo filogenético Carotenoides 
Chitridiomyceta y-caroteno, licopeno, B-caroteno. 
Olpidiomyceta Não conhecido. 





Blastocladiomyceta y-caroteno, B-caroteno. 





Basiodiobolomyceta Não conhecido. 











Zoopagomyceta Não conhecido. 

Mucoromyceta B-caroteno, licopeno, Yy-caroteno, Canthaxantina, P- 
criptoxantina, zeaxantina. 

Dycaria y -carotene, licopeno, B-caroteno, toruleno, licoxantina, 

Ascomycota neurosporaxantina, 3,4-didehydrolicopeno, philipsiaxantina, 


aleuriaxantina, plectaniaxantina. 


Basidiomycota y-caroteno, B-caroteno, cryptoxantina, canthaxantina, 
astaxantina, PB-zeacaroteno, toruleno, cryoptoxantina, 
echinenona. 














Fonte: HAXO, 1955; JOHNSON e SCHROEDER, 1995; ECHAVARRI-ERASUN e JOHNSON, 2002; 
EMAN MOSTAFA, 2019. 
2. POTENCIAL ANTIMICROBIANO DOS CAROTENOIDES 
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A busca por compostos que apresentem atividade antimicrobiana tem sido foco 
de interesse, devido à crescente importância clínica e terapêutica relacionadas às 
infecções fúngicas e bacterianas. Esta atividade está relacionada à capacidade de um 
composto reduzir, eliminar ou impedir a multiplicação de micro-organismos (KUMAR 
etal., 2015; SILVA et al., 2018). 

Carotenoides com atividade antimicrobiana podem ser utilizados em substituição 
aos pigmentos artificiais comumente utilizados na indústria alimentícia, já que 
apresentam potencial contra bactérias que colonizam alimentos. Além de atuarem 
como corantes de alimentos podem ser utilizados como conservantes, aumentando 
assim o seu tempo de prateleira; como também, são utilizados em suplementos para 
rações animais com o objetivo de substituir aditivos alimentares e reduzir a utilização 
de antimicrobianos sintéticos (KUMAR, et al., 2015; MOREIRA et al., 2018). 

Já na indústria farmacêutica, os pigmentos carotenoides com ação antimicrobiana 
têm sido utilizados e bastante procurados devido ao seu potencial terapêutico, já que 
os antimicrobianos comumente utilizados parecem não apresentar mais tanta eficácia 
aos patógenos emergentes e serem de origem sintética. A compreensão do complexo 
mecanismo de ação antimicrobiana de alguns carotenoides ainda está sendo 
investigada (KUMAR, et al., 2015; MOREIRA et a/., 2018). 

Alguns carotenoides possuem promissora atividade antimicrobiana contra feridas 
associadas a patógenos como Staphylococcus sp., Klebsiella sp., e Pseudomonas sp. 
Os possíveis mecanismos da atividade antimicrobiana estão baseados na 
permeabilidade da membrana externa, vazamento de citoplasma e inibição de 
formação de ácido nucleico, como pode ser observado na Figura 1. Logo, esta 
atividade biológica depende das diferenças da parede celular e da composição dos 
tipos de bactérias (UMADEVI E KRISHNAVENI, 2013; NARSING et al., 2017; 
KARPNSKI E ADAMACZAK; 2019). 
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Figura 1: Possíveis mecanismos de ação antimicrobiana dos carotenoides. 


1) Permeabilidade da membrana externa 
2) Vazamento de citoplasma 
3) Inibição da formação do Ácido Nucleico ES NaZ 


Ê RES 3) 





Fonte: Os autores. 


De acordo com Yolmenh et al., (2018), o potencial antimicrobiano do carotenoide 
extraído do Micrococcus roseus é maior em bactérias gram-positivas do que em 
bactérias gram-negativas. Enquanto a maior sensibilidade foi contra B. cereus e a 
mais baixa sensibilidade contra Salmonella enteritidis. Em outro estudo de Aghaei et 
al (2017), o efeito antimicrobiano do pigmento carotenoide de uma cepa nativa de 
Rhodococcus rhodochrous, bactéria de solo não patogênica, foi obtido contra S. 
aureus e Candida albicans. 

A atividade antimicrobiana da fucoxantina, carotenoide produzido por algas 
marrons e diatomáceas, foi eficaz especialmente para bactérias gram-positivas de 
acordo com os estudos realizados por Karpnski e Adamaczak (2019). Neste estudo, 
a atividade antimicrobiana da fucoxantina foi testada em 20 espécies de bactérias e a 
ação eficaz ocorreu em 13 das amostras testadas. A maior atividade da fucoxantina 
foi exibida contra Streptococcus agalactiae, S. epidermidis, S. aureus e não teve 
atividade contra bactérias anaeróbias estritas. 

Os sintetizados por fungos apresentam forte atividade antimicrobiana 
(UNGUREANU e FERDES, 2012; DUMITRU et al., 2015; KOT et al., 2018), sendo o 
toruleno, torularodina e licoperesne os que mais se destacam (KOT et al., 2016; EMAN 
MOSTAFA, 2019). O mecanismo antimicrobiano destes pigmentos pode ocasionar o 
acúmulo de lisozima, uma enzima que degrada a parede celular das bactérias (ABU 
GHANNAM et al., 2013). 

Para os carotenoides toruleno e torularodina produzidos por Rhodotorula 
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glutinis e Sporobolomyces ruberrimus em um estudo de Yolmenh, (2016), a ação 
antimicrobiana foi mais eficaz para as bactérias Gram-positivas (B. cereus) quando 
comparado à ação nas bactérias Gram-negativas (E.colie S. enteritidis). E isso se 
deve provavelmente, à presença de lipopolissacarídeo na parede celular de bactérias 
Gram-negativas, que podem impedir o influxo de compostos ativos pela membrana 
plasmática. Manimala e Murugesan (2014) mostraram o potencial antimicrobiano do 
carotenoide produzido por Sporobolomyces sp., que se mostrou eficiente contra as 
bactérias E. colie S. aureus. 

No estudo de Ungureanu e Ferdes et al., (2012), comprovaram o potencial 
antibacteriano da torularodina, inibindo o crescimento de E. coli K 12-MG1655, S. 
aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212; em que os valores de CIM 
(Concentração Mínima Inibitória) do extrato etanólico do pigmento variaram de 22,18 
a 44,375 mg/mL. Além disso, o extrato de torularodina apresentou propriedades 
antifúngicas frente aos fungos Fusarium oxysporum MUCL 791 e Aspergillus 

ochraceus, bem como da levedura Candida utilis. 

Ungureanu et al., (2016) comprovaram a inibição de proliferação e adesão de 
bactérias Gram-negativas (E. coliATCC 8738, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) 
e bactérias Gram-positivas (S. aureus ATTC 25923, ATCC 29212, B. subtilis ATCC 
6633) em implantes de titânio revestidos por torularodina, sintetizada por Rhodotorula 
rubra. No estudo de Moreira et al., (2018) concentrações baixas de carotenoides 
produzidos por R. mucilaginosa apresentam propriedades antifúngicas contra os 
fungos toxigênicos: Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. carbonarius e A. ochraceus, 
e inibição completa do crescimento das bactérias patogênicas Salmonella 
colorless, Listeria monocytogenes, E. colie S. aureus por concentrações CIM entre 
0,612-1,225 mg/mL. 

Kecelli et a!., 2012, comprovaram o potencial antimicrobiano e outras atividades 
dos carotenoides extraídos de vinte cepas de Rhodotorula glutinis, isoladas de 
diferentes substratos. A cepa com maior rendimento de carotenoides R. glutinis M28, 
isolada de berinjela, apresentou propriedade antibacteriana contra as bactérias: B. 
subtilis, B. cereus e Salmonella Enteritidis, porém, não inibiu o crescimento das 
bactérias S. aureus e E. coli. O pigmento extraído de R. glutinis (M29), isolada de 
folhas de árvore, apresentou atividade antimicrobiana para todas as bactérias 
testadas. Entre as 20 cepas de R. glutinis, 16 delas produziram carotenoides com 
ação antibacteriana. Nesse estudo foi comprovado que a S. enteritidis foi a mais 
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suscetível e a E. coli como o patógeno alimentar mais resistente contra os 
carotenoides extraídos de R. glutinis spp. 

O carotenoide de Monascus ruber mostrou atividade antimicrobiana contra 
bactérias transmitidas por alimentos (VENDRUSCOLO et al., 2014). Monodictys 
castaneae, fungo endofítico, demonstrou ação antimicrobiana através de seu 
carotenoide contra bactérias patogênicas a seres humanos como S. aureus, Klebsiella 
pneumoniae e Vibrio cólera (VISALAKCHI; MUTHUMARY, 2010; NARSING et 
al., 2017). 


5. VANTAGENS E DESAFIOS DO USO DE CAROTENOIDES COMO AGENTES 
ANTIMICROBIANOS 

Por serem pigmentos naturais, os carotenoides apresentam muitas vantagens 
e exercem funções importantes em diversos setores industriais. Sobretudo, podem 
agir como compostos antimicrobianos protegendo a espécie humana do ataque de 
uma gama de micro-organismos patógenos (GONÇALVES et al., 2017). Através de 
sua ação antimicrobiana, os carotenoides promovem uma barreira contra agentes 
causadores de patologias, capazes de redesenhar os processos metabólicos que 
resultam em respostas rápidas geradas pelo sistema imunológico, e por este 
mecanismo se destacam na indústria farmacêutica (COSTA et al., 2017; LÁSCARIS 
et al., 2019; NUMAN et al., 2018). 

As Principais vantagens do uso de carotenoides como compostos 
antimicrobianos, é que apresentam segurança de uso, são biodegradáveis e não 
promovem toxicidade ao meio ambiente (TINOCO; TEIXEIRA; REZENDE, 2015). 
Além disso, sua propriedade antioxidante auxilia neutralizando radicais livres, 
amenizando os sintomas de deficiência associados às doenças hemorrágicas, 
controla a hipertensão arterial, combate as inflamações degenerativas 
como Alzheimer, Parkinson, além de doenças oportunistas como infecções e 
inflamações causadas por micro-organismos (MERINO et al., 2015). 

Aqueles carotenoides com ação antimicrobiana, obtidos a partir da produção 
biotecnológica utilizando micro-organismos, também se destacam em suas 
aplicações; já que apresentam facilidade de cultivo, produção em escala industrial, 
métodos reprodutíveis de extração, rota rápida e ecológica, além de serem livres de 
produtos perigosos (GABANI; SINGH, 2013; VALDUGA et al., 2009). Bem como, esta 
via de produção pode ser otimizada e os custos podem ser reduzidos, através do uso 
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de resíduos agroindustriais como fontes de carbono e nitrogênio para seus 
crescimentos (UENOJO; MARÓSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007). 

Grandes esforços têm sido feitos para aplicar os pigmentos carotenoides com 
ação antimicrobiana como terapias emergentes de novos antibióticos. Porém, esta 
atividade ainda precisa ser mais compreendida, pois ainda há muitos 
questionamentos para serem explorados. A ação antimicrobiana do pigmento 
carotenoide e a regulação da síntese desse pigmento são áreas que precisam ser 
mais investigadas e envolvem esforços multidisciplinares, para se chegar a uma 
molécula eficiente como antibiótico e que possa atender a demanda do mercado 
(KIRTI etal., 2014; NARSING R. et al., 2017; SILVA etal., 2018). 

Porém, a terapia de combinação entre compostos naturais e drogas surge 
como uma estratégia capaz de recuperar a perda de função dos agentes 
antimicrobianos existentes, potencializando a ação das drogas e também ajudando a 
reduzir a concentração desses compostos sintéticos (MAHIZAN et al., 2019). 


6. CONCLUSÃO 
Assim, a bioprospecção dos carotenoides, em especial aqueles obtidos de 
fontes microbianas, surge como uma alternativa a ser empregada na indústria de 


antimicrobianos e que têm demonstrado efeitos promissores. 
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RESUMO: Metabólitos secundários de plantas possuem grande variedade estrutural, 
que propicia inúmeros efeitos biológicos, farmacológicos e tóxicos, despertando 
assim, grande interesse da indústria farmacêutica. Produtos naturais podem ser 
utilizados puros, isolados de plantas, mas muitos, devido à baixa concentração nos 
extratos, podem ser obtidos por via sintética ou mesmo semissintética, onde o produto 
natural puro isolado sofre transformações químicas para melhorar ou mesmo otimizar 
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sua atividade biológica. Outros, devido às suas complexidades estruturais só podem 
ser obtidos de suas fontes naturais, tornando difícil e cara sua obtenção sintética. 
Dentre as inúmeras atividades biológicas apresentadas pelas diferentes classes de 
produtos naturais, a atividade antimicrobiana tem se tornado foco de estudos devido 
a resistência que certos micro-organismos apresentam a alguns antibióticos utilizados 
na terapêutica. Pretende-se discutir neste capítulo, estudos de atividade 
antimicrobiana de várias classes de produtos naturais, como por exemplo alcaloides, 
cumarinas, flavonoides, metilxantinas, quinonas, saponinas, taninos, terpenos e óleos 
essenciais, de forma representativa, dando ênfase à estrutura química e a relação 
estrutura química / atividade biológica (REA), quando possível, visto que muitos 
fármacos sintéticos foram e podem ser planejados a partir de protótipos de produtos 
naturais. 


PALAVRAS-CHAVE: Metabólitos secundários, Antimicrobianos, Relação estrutura / 
atividade. 


ABSTRACT: Secondary plant metabolites have a wide structural variety, which 
provides several biological, pharmacological and toxic effects, arousing great interest 
in the pharmaceutical industry. Natural products can be used pure, isolated from 
plants, but many, due to the low concentration in the extracts, can be obtained by 
synthetic or even semi-synthetic route, which the isolated pure natural product 
undergoes chemical transformations to improve its biological activity. Others, due to 
their structural complexities, can only be obtained from their natural sources, making 
the synthesis difficult and expensive.Among the biological activities the different 
classes of natural products has showed, antimicrobial activity has become the focus of 
studies due to the resistance that certain microorganisms have to some antibiotics 
used in therapy.lt is intended to discuss in this chapter, studies of antimicrobial activity 
of several classes of natural products, such as alkaloids, coumarins, flavonoids, 
methylxanthines, quinones, saponins, tannins, terpenes and essential oils, in a 
representative way, emphasizing the chemical structure and the structure / activity 
relationship (SAR), when possible, since many synthetic drugs have been and can be 
designed from prototypes of natural products. 


KEYWORDS: Secondary metabolites, Antimicrobials, Structure / activity relationship. 
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1. INTRODUÇÃO 

As plantas, como todos os seres vivos, são dotadas de metabolismo. Existem 
dois tipos de metabolismo, o metabolismo primário, essencial para manutenção da 
vida e para reprodução, sendo caracterizado por ser universalmente similar; e o 
metabolismo secundário, peculiar de cada espécie, relacionado a mecanismos de 
sobrevivência em ambiente específico, e entre outras funções. (SIMÕES et al., 2017) 

Os metabólitos secundários, além de desenvolver seu papel na planta que os 
produz, também podem ter efeito biológico e farmacológico em outras espécies. São 
esses metabólitos que estão presentes nos chás e até em medicamentos, como 
produtos naturais isolados ou como protótipos para novos fármacos semissintéticos 
ou sintéticos (MONTANARI et al., 2001) e são responsáveis pelo sucesso no 
tratamento de quem os utiliza. Vale ressaltar que o uso dessas substâncias, tanto in 
natura, quanto presentes em medicamentos, deve ser racional e monitorado por 
profissionais de saúde, a fim de reduzir efeitos colaterais ou tóxicos. (SANTOS et 
al., 2011) 

As infecções bacterianas são bastante recorrentes, existindo uma gama de 
medicamentos sintéticos ou de origem natural, podendo citar os antibióticos obtidos 
por fungos, como a penicilina, descoberta em 1928. Apesar da diversidade de 
antibióticos, as bactérias possuem mecanismos de resistência, limitando o uso de 
alguns destes medicamentos, sendo necessárias novas alternativas terapêuticas. 
(GUIMARÃES et al., 2010) 

Nesse contexto, pesquisas de prospecção de moléculas bioativas de plantas, 
derivadas do metabolismo secundário, com propriedade antimicrobiana são 
realizadas, sendo uma possibilidade de acelerar o processo de descoberta de novos 
antibióticos, o que é relevante nesse cenário de resistência bacteriana. (GUIMARÃES 
et al., 2010) 

Assim, este capítulo visa discutir a respeito da ação antimicrobiana de classes 
de metabólitos secundários de plantas representativas, bem como a relação estrutura- 
atividade desses compostos. 


2. ALCALOIDES 
Entre produtos naturais que apresentam atividade antimicrobiana estão os 
alcaloides, um grupo heterogêneo de compostos orgânicos cuja forma molecular é 


solúvel em solventes com pouca polaridade, sensíveis ao calor e à luz e que possuem 


240 


ao menos um nitrogênio como integrante de um ciclo (o que confere caráter básico) 
como, por exemplo, a montanina (Figura 1), que pode ser isolada a partir dos bulbos 
de Rhodophiala bifida (Herb.) Traub (Amaryllidaceae). 

Figura 1: Estrutura da montanina. 


OCH; 
ES 








Fonte: CASTILHOS, et al., (2007). 


Em uma pesquisa feita por CASTILHOS, et al. (2007), foi estudada a atividade 
antimicrobiana da montanina em culturas de Saccharomyces cerevisiae, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e 
Escherichia coli, pelo método da bioautografia por imersão, no qual placas de Petri 
estéreis com cromatoplacas de gel de sílica GF 254 (50 mm de altura x 70 mm de 
largura), nas quais a solução de montanina (1 mg/mL) foi aplicada em alíquotas de 5, 
10, 15, 20 e 50 uL, em pontos distintos. As Placas de Petri foram incubadas por 24 
horas a 37 C e logo após sofreram nebulização com solução aquosa de 2,3,5-trifenil- 
cloreto de tetrazólio (20 mg/mL), sendo incubadas por mais 1 hora para facilitar a 
visualização das culturas com crescimento inibido (TABELA 1), o que não ocorreu 
apenas com Micrococcus luteus (ATCC 9341) e Candida albicans (ATCC 10231). 


Tabela 1: Concentração inibitória mínima de montanina frente aos microrganismos sensíveis e 
antibióticos de referência para bactérias (cloranfenicol) e fungos (cetoconazol). 




















Microrganismo testado Montanina | Cloranfenicol | Cetoconazol 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 20 ug 5 pg - 
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 5 Lg 5 pg - 
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 15 ug 5 pg - 
Escherichia coli (ATCC 25922) 5 Lg 5 pg - 
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601) 10 ug - 5 pg 




















Fonte: CASTILHOS, et al., (2007). 


O poder antimicrobiano dos alcaloides e o mecanismo de ação dos alcaloides 
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parece estar relacionados à sua capacidade de se intercalar entre a parede celular e 
o DNA (DOMINGO; LÓPEZ-BREA, 2003). Uma característica marcante e que deu 
nome aos alcaloides é a sua alcalinidade, a qual advém do par de elétrons livres do 
nitrogênio que está inserido no ciclo da molécula. Tal basicidade sofre forte 
interferência segundo a ação dos grupos próximos ao respectivo nitrogênio, 
grupamentos funcionais eletrofílicos tendem a reduzir a alcalinidade da molécula e os 
com menor afinidade por elétrons do que o nitrogênio tendem a aumentar 


essa alcalinidade. 


3. CUMARINAS 

As cumarinas são compostos fenólicos que em sua estrutura apresentam 
lactonas formadas a partir do ácido o-hidroxicinâmico, derivadas do metabolismo da 
fenilalanina (KUSTER; ROCHA, 2003). A mais simples representante deste grupo de 
metabólitos secundários é a 1,2-benzopirona (figura 2). 


Figura 2: Estrutura química da 1,2-benzopirona 
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Fonte: USTER; ROCHA (2003) 


A atividade antibacteriana da 1,2-benzopirona é muito baixa, no entanto 
substituições com cadeias longas de hidrocarbonetos em C3 e C6 como na Ostrutina 
e no Ammoresinol (Figura 3), ambos hidroxilados em C7, apresentam atividade contra 
bactérias gram-positivas como Bacillus megaterium, Micrococcus luteus, Micrococcus 
lysodeikticus, e Staphylococcus aureus (VENUGOPALA et al, 2018, 


p.4) . 
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Figura 3 - (A) Ammoresinol. (B) Ostrutina. 








OH o o B 


Fonte: VENUGOPALA et al., (2013) 


O Anthogenol (Figura 4), do grupo das furanocumarinas, possui atividade 
contra Enterococcus spp. É encontrado dos frutos verdes de Aegle marmelos 
(EVANS, 2009) 


e 4: Anthogenol. 


OA, 


Fonte: EVANS (2009) 


O trabalho realizado por Raja et al., (2011) descreve que a Imperatonina (Figura 
5) é uma furanocumarina que pode ser isolada a partir de Angelica dahurica, Angelica 
archangelica e Aegle marmelos. Nesse mesmo trabalho foi descoberta a ação dessa 
estrutura contra Shigella dysenteriae, onde a Imperatonina inibe a ação de uma 
isoforma da enzima Superóxido Dismutase da bactéria, a Cu-Zn SOD (que permite 
sua evasão à espécies reativas de oxigênio do hospedeiro, tóxicas para a Shigella 
dysenteriae). Através do Docking molecular realizado, foram constatadas ligações de 
hidrogênio em resíduos de Histidina da enzima, sendo portanto uma forte inibição 
enzimática. Estudos realizados in vitro também demonstraram reduzida virulência de 
culturas de Shigella dysenteriae na presença da Imperatonina, onde a indução de 
apoptose em monócitos provocada por esta bactéria foi reduzida. 
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Figura 5: Imperatonina. 





Fonte: RAJA et al., (2011). 


As cumarinas Agasilina e Aegelinol (Figura 6) mostraram atividade contra 
bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas, especialmente nas cepas de 
Staphylococcus aureus, Salmonella thypii, Enterobacter cloacae e Enterobacter 
earogenes, em concentrações inibitórias mínimas de 16 e 32 ug/mL respectivamente. 
Também foi encontrada atividade contra Helicobacter pylori com inibição dose- 
dependente de 5 ug/mL e 25 ug/mL (BASILE et al., 2009, p. 942). 


Figura 6: (A) Agalisina. (B) Aegelinol. 





Fonte: (BASILE ET AL, 2009) 


Em relação à ação antifúngica, Jurd et al., (1971) mostraram que a Herniarina 
(Figura 7A) foi capaz de inibir o crescimento de Byssochlamys fulva, Penicillium 
chrysogenum e cinco espécies de Aspergillus. O que os levou a conclusão de que a 
alquilação em C7 da umbeliferona (Figura 7B) aumenta sua atividade antifúngica. A 
substituição em C7 por um grupo etoxila ao invés da metoxila da Herniarina aumentou 
ainda mais a atividade antifúngica, ampliando o espectro de atividade ao atuar 
inclusive contra Hansenula anômala, em que a Herniarina não inibia seu crescimento. 


Portanto o comprimento da cadeia alquílica lateral mostrou-se importante para a 
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atividade antifúngica. Guerra et al. (2013) relataram que a presença de grupos 
retiradores de elétrons (principalmente NOz em C6 e acetila em C6 ou na hidroxila 
presente em C7) favorecem esta atividade. 


Figura 7: (A) Herniarina. (B) Umbeliferona. 


ATA ITA, 


Fonte: JURD et al. (1971) 


A ação antiviral de cumarinas sobre o HIV está presente também na 
imperatonina, porém o (+)-calanolídeo A (Figura 8) , extraído a partir de Callophyllum 
laniferum é a principal cumarina antiviral extraída de uma planta, atua como inibidor 


da transcriptase reversa não nucleosídeo (KOSTOVA, 2006). 


Figura 8: (+)-calanolídeo A 





Fonte: KOSTOVA (2006) 


4. FLAVONOIDES 

Os flavonoides (Figura 9A) são metabólitos secundários de vegetais, 
biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides. São polifenóis, ou seja, 
apresentam em sua estrutura um ou mais núcleos aromáticos fenila, que contêm como 
substituintes grupos hidroxilas e/ou derivados desta função, como ésteres, por 
exemplo. É importante levar em conta na definição, a origem biogenética, pois outras 
classes de metabólitos podem possuir fenóis em sua estrutura. (SIMÕES et al., 2017) 


245 


Para abordar a respeito do efeito antibacteriano de flavonoides, selecionamos 
o artigo de TSOU et al., 2016, que fala da baicaleína (Figura 9B), um flavonoide obtido 
da Scutellaria baicalensis. 


Figura 9: (A) Estrutura química geral dos flavonoides. (B) Estrutura química da baicaleína. 





HO O 


HO 
B OH O 


Fonte: A-SIMÕES et al., (2017); B-TSOU etal., (2016) 


Diante da grande utilização de medicamentos tradicionais chineses (MTC) no 
combate à infecções bacterianas, e da falta de conhecimento a respeito de quais 
moléculas são de fato as responsáveis pela atividade, bem como o mecanismo de 
ação destas, os pesquisadores do referido trabalho investigaram diversos MTCs, 
descobrindo que flavonoides específicos eram responsáveis pela ação antibacteriana, 
como no caso da baicaleína. 

O trabalho foi voltado à atividade anti-infecciosa referente a patógenos 
entéricos, sendo focado no T3SSs (máquinas multiproteínas relacionadas à injeção 
de proteínas efetoras bacterianas nas células hospedeiras), uma vez que esses 
complexos semelhantes a agulhas de translocação de proteínas constituem 
mecanismos-chaves de virulência em bactérias gram negativas responsáveis por 
gastroenterites. Foi descoberto que a baicaleína tem como alvo os efetores e 
translocases do sistema de secreção do tipo Ill da ilha-1 (SPI-1) (T3SS) da 
patogenicidade da Salmonella enterica serovar Typhimurium (T3SS), inibindo a 
invasão bacteriana das células epiteliais, atenuando portanto essa via de virulência, 
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mas sem afetar o crescimento bacteriano. Os resultados obtidos demonstraram que 
os flavonoides ativos podem modificar covalentemente um motif de ligação de 
chaperona conservada de substratos de S. Typhimurium SPI-1 T3SS e podem inativar 
esses efetores e translocases secretados para impedir a invasão bacteriana. 

Em relação a estrutura da baicaleína responsável pela atividade, verificou-se 
que a porção 1,2-catecol e a estrutura de flavona são importantes para a completa 
atividade, pois foram feitos testes com derivados da baicaleína, como formas 


metiladas, de modo que estas mostraram-se inativas. 


5. METILXANTINAS 

As metilxantinas, muito presentes no cotidiano, são substâncias 
farmacologicamente ativas, de amplo consumo mundial, estando presentes em 
bebidas e outros produtos alimentícios. As metilxantinas mais abundantes são a 
cafeína, a teofilina e a teobromina. Podemos observar a estrutura química dessas 
substâncias na Figura 10. (SIMÕES et al., 2017) 

Esses compostos são muitas vezes considerados pseudoalcalóides, tanto por 
serem originários de bases púricas, quanto pelo caráter anfótero que apresentam. 
Entretanto, muitos autores classificam esses compostos como alcalóides verdadeiros, 
denominados alcalóides purínicos, devido a presença de nitrogênio heterocíclico, 
distribuição restrita e atividade biológica marcante que apresentam. (SIMÕES et 
al., 2017) 


Figura 10: Principais metilxantinas. Cafeína: 1,3,7-trimetilxantina; teobromina: 3,7-dimetilxantina; 
teofilina: 1,3-dimetilxantina; paraxantina: 1,7-dimetilxantina. 





Fonte: SIMÕES et aí. (2017) 


As propriedades farmacológicas das metilxantinas são diversas. No sistema 


nervoso central, por exemplo, agem como estimulantes, e sobre o sistema 
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cardiovascular possuem ação inotrópica positiva; há ainda ações sobre o sistema 
renal, digestório, imunológico, entre outros (SIMÕES et al., 2017). Assim, analisamos 
alguns dados da literatura para verificar a eficácia das metilxantinas como agentes 
antibacterianos. 

O trabalho realizado por Fazly Bazzaz et al., (2018) verificou, entre outros 
compostos, a ação antibacteriana da cafeína, bem como seu efeito quando em 
combinação com gentamicina, testando a eficácia contra isolados padrão e clínicos 
de Staphylococcus aureus e Escherichia coli resistentes a drogas. A cafeína sozinha, 
em doses de até 200 ug /mL, não apresentou efeito inibitório sobre as cepas 
bacterianas. Efeito sinérgico da combinação com gentamicina foi observado contra 
apenas um dos isolados clínicos S. aureus. Isso confirma que a cafeína pode ser mais 
eficiente contra bactérias Gram-positivas em comparação com as Gram-negativas, 
como já sugerido em outras publicações mais antigas citadas no artigo. 

Os autores destacam ainda as vantagens potenciais da terapia combinada, tais 
como: reduzir o risco de infecção, prevenir o surgimento de resistência, e o aumento 
da atividade antibiótica. Além disso, a redução da concentração inibitória mínima e da 
concentração bactericida mínima dos antibióticos pelas metilxantinas, também pode 
reduzir a ocorrência de efeitos adversos (HOSSEINZADEH, 2006). 

A respeito da relação estrutura-atividade, não foram encontrados os 
mecanismos específicos responsáveis pela relação sinérgica entre as metilxantinas e 
antibióticos. 

6. QUINONAS 

Representam um grupo de metabólitos secundários de plantas que pode ser 
encontrado com facilidade. Há vasta evidência de ação antifúngica e antibacteriana 
desse grupo, a atividade antiviral é pouco vista na literatura, mas também é 
encontrada. As quinonas possuem dois grupos carbonílicos que formam um sistema 
conjugado com pelo menos duas ligações duplas entre carbonos. Apenas algumas 
naftoquinonas, antraquinonas e fenantraquinonas podem ser classificadas como 
substâncias com caráter aromático. As orto e para quinonas são 1,2 e 1,4 dicetonas 
cíclicas conjugadas, meta ou 1,3-quinonas não existem (Falkenberg, 20083, p.657). 

Em relação à atividade antifúngica, conforme Ruckli et aí., (2014) apontaram, a 
2-metoxi-1,4-naftoquinona (Figura 11), encontrada em folhas e raízes (apenas no 
estágio de senescência) de Impatiens glandulífera foi capaz de reduzir o crescimento 
micelial de Pisolithus tinctorius, Lactarius subdulci, e Laccaria bicolore. 
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Figura 11: 2 -metoxi-1,4-naftoquinona. 


o 


Fonte: RUCKLI et al., (2014) 


Em relação à atividade antibacteriana, Park et al., (2006) estudaram a atividade 
contra Helicobacter pylori, utilizando quinonas extraídas do caule de Tabebuia 
impetiginosa. As concentrações inibitórias mínimas (CIM) de 2-(hidroximetil)- 
antraquinona (Figura 12A), 2-carboxiantraquinona (Figura 12B), lapachol (Figura 12C) 
foram de 2, 8, e 4 ug/mL demonstrando melhor atividade do que o metronidazol, com 
CIM de 32 ug/mL, no entanto menor do que a amoxicilina (0,063 ug/mL de CIM) e 
tetraciclina (0,5 ug/mL de CIM). 


Figura 12: (A) 2-(hidroximetil)-antraquinona. (B) 2-carboxiantraquinona. (C) 2-hidroxi-3-(3-metil-2- 
butenil)-1,4-naftoquinona (Lapachol). 
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Fonte: PARK et al., (2006). 
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Em relação à ação antiviral, a antraquinona aloe-emodina (Figura 13), extraída 
de Rheum palmatum apresentou boa resposta antiviral contra o Influenza A, a 
emodina e o crisofanol podem ser extraídos da mesma planta e também possuem 
ação semelhante, em menor proporção. Os autores perceberam o aumento da 
expressão de galectina-3 e consequentemente, IFNB, IFNy, PKR, e 2',5- 
oligoadenilato-sintase, que induzem a resposta antiviral (LI et al., 2014). 


Figura 13: 2-(hidroximetil)-antraceno-9,10-diona (Aloe-emodina). 


O OH 


O 
Fonte: Lletal., (2014) 


7. SAPONINAS 

Saponinas são glicosídeos de esteroides ou de terpenos policíclicos e são 
compostos anfifílicos. (SIMÕES et al., 2017) Sua propriedade surfactante está 
relacionada à atividade antibacteriana. A redução da tensão superficial favorece a 
formação de micelas em quantidade crítica, danificando a parede celular e a 
membrana citoplasmática, induzindo o vazamento dos componentes celulares. 
(DONG et al., 2020) 

1. Chenopodium quinoa Willd (DONG et al., 2020): A quinoa (Figura 14A) é 
tradicionalmente utilizada como principal alimento dos incas. Suas cascas são ricas 
em saponinas triterpenóides do tipo ácido oleanólico, compostas de ácido 
fitolaccagênico, ácido oleanólico, ácido serjânico e hederagenina, ativas contra 
bactérias patogênicas orais e de origem alimentar. Seis saponinas foram isoladas 
(Figura 14B) e testadas contra patógenos de origem alimentar. 
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Figura 14- (A) Quinoa. (B) Estruturas químicas das saponinas isoladas 





id 
Glc 








cd“ CH,OH “ CHo0H 


Fonte: A — Imagens Google B “DONG et al., (2020) 


Saponinas A-E exibiram efeitos bacteriostáticos e bactericidas sobre cepas de 
S. aureus, S. epidermidis e B. cereus. A saponina D exerceu efeito bacteriostático 
mais significativo. No método de difusão em disco, D e E exibiram maior atividade 
antibacteriana em comparação aos fármacos de controle positivo. A comparação das 
relações estruturais revelou que os dois açúcares e glicosídeos com duas cadeias dos 
compostos E e D conferem melhor atividade. A propriedade antibacteriana dessas 
saponinas se deve à propriedade surfactante e à formação de micelas. 


251 


2. Cordyline manners-suttoniae (TRAN et al., 2019): O gênero Cordyline, da 
família Asparagaceae, consiste em 26 espécies distribuídas pelo Pacífico Ocidental, 
incluindo países como Austrália e Nova Zelândia. As plantas desse gênero são uma 
fonte de saponinas esteroidais, com 35 compostos do tipo espirostano, colestano e 
furostano identificados. Essas saponinas podem ser úteis no desenvolvimento de 
terapias, por possuirem um amplo espectro de atividades biológicas, incluindo 
antibacteriana. 

O fruto da Cordyline manners-suttoniae apresenta onze 5a-spirotano 
saponinas, estruturas demonstradas na figura 15A. Os compostos 1, 3,4,6,8€e 10 
inibiram crescimento de bactérias Gram-positivas (S. aureus e E. faecium) com 
valores de MIC75 variando de 5,4 a 84,3 uM. Três das onze saponinas apresentaram 
atividade bactericida, e o composto 1 exibiu a maior atividade com valores mínimos 
de concentração bactericida (MBC) de 21,6 uM contra cepas de S. aureus e 43,2 uM 


contra E. faecium. 


Figura 15: (A) Estruturas das 5a-spirotano saponinas. (B) Relação Estrutura-Atividade das 5a- 
spirotano saponinas 








A 
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Fonte: A/B — TRAN etal., (2019) 
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A relação estrutura-atividade é apresentada na Figura 15B. A fucose em C-1 
é essencial para a atividade antibacteriana. A substituição da fucose por arabinose ou 
hidroxi diminuiu a atividade antibacteriana. Os compostos com uma orientação B do 
grupo -OH em C-3 mostraram uma potência de 2 a 4 vezes em comparação com a 
orientação a. A adição de um grupo -OH no C-4 reduziu a atividade antibacteriana e 
alterou a inibição Gram-positiva para ser mais sensível às cepas de E. faecium. 
Comparados com a ligação simples, os compostos com ligação dupla em C-27 


exibiram uma inibição de 2 a 4 vezes maior contra S. aureus. 


8. TANINOS 

Taninos são polifenóis encontrados em plantas e possuem diversas atividades 
biológicas, incluindo antibacteriana. Mecanismos que justificam essa atividade foram 
propostos, como a capacidade de complexação com macromoléculas e, assim, 
controlar o crescimento de fungos e bactérias. (RODRIGUES et al., 2014) Taninos 
hidrolisáveis podem causar alterações morfológicas na bactéria e danificam a 
membrana lipossômica. (FUNATOGAWA et al., 2004) Castalagina, punicalagina e 
geraniina são taninos que possuem atividade contra bactérias patogênicas de origem 
alimentar e possuem o grupo 3,4,5-tri-hidroxibenzoíla em comum. (BUZZINI et 
al., 2008) 

1. Psidium guineense (RODRIGUES et al., 2014): Popularmente conhecida 
como araçá, pertence à família Myrtaceae, e é tradicionalmente utilizada no Brasil 
para tratamento de diarréias e como diurético. É uma planta que possui taninos e seus 
extratos apresentaram atividade antibacteriana, devido à complexação com 
macromoléculas. Os taninos foram isolados e testados. Exibiram atividade 
antibacteriana contra S. aureus e P. aeruginosa (tabela 2). No ensaio de difusão em 


disco, os extratos ricos em taninos formaram halos de inibição bacteriana. 


TABELA 2: Concentração Inibitória Mínima dos taninos isolados. 


Bactéria CIM (mg/mL) taninos isolados 
S. aureus 0,256 
P. aeruginosa 0,512 


Fonte: RODRIGUES et aí., (2014). 
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2. Solanum trilobatum Linn. (DOSS et al., 2009): Solanum trilobatum Linn. é 
uma planta importante utilizada no tratamento da asma e possui propriedades 
antibacteriana, antifúngica e antiproliferativa. Suas folhas são ricas em taninos, que 
foram isolados e exibiram atividade antibacteriana frente a S. aureus, P.vulgaris, P. 
aeruginosa, S.typhi, S. pyrogens e E.coli, porém maiores atividades antibacterianas 
foram encontradas em S. aureus e P. vulgaris a uma concentração de 2,5 mg / mL. A 
CIM de taninos isolados neste estudo contra os organismos de teste variaram entre 
1,0 e 4,0 mg/ml. 

3. Taninos hidrolisáveis: Tellimagrandin | (TG-l) é um tanino hidrolisável 
encontrado nas plantas Rosa rugosa e Camellia japonica. Possui atividade bactericida 
dependente do tempo e da dose contra Helicobacter pylori, e causa alterações 
morfológicas e dano na membrana. (FUNATOGAWA et al., 2004) 

Quatro taninos hidrolisáveis (punicalina e punicalina, punicalagina e 
punicalagina, isolados de Punica granatum) impediram o crescimento de cepas de 
Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) e sensíveis à meticilina 
(MSSA). Os taninos exibiram concentração inibitória mínima (CIM) de 62,5 g/mL. 
(BUZZINI et al., 2008) 


9. TERPENOS E ÓLEOS ESSENCIAIS 

Óleos essenciais, ou óleos voláteis, são misturas complexas de moléculas que 
possuem a volatilidade e a lipofilicidade como características marcantes. Geralmente 
são líquidos e de consistência oleosa à temperatura ambiente. (SIMÕES et al., 2017) 


Em boa parte dos óleos essenciais é possível evidenciar a presença de 
terpenos e derivados, os quais são geralmente estruturados com base em unidades 
de isopreno que realizam ligações entre si. O óleo essencial de Melaleuca alternifolia 
(OTT), por exemplo, possui caráter antimicrobiano atribuído majoritariamente aos 
terpenos presentes em sua constituição, devendo conter mais de 30% de seu 
biomarcador, o terpinen-4-ol (Figura 16). 
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Figura 16: Estrutura do terpinen-4-ol 


OH 


Fonte: página da PubChem. Disponível em: <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Terpinen-4- 
ol>. Acesso em: 6 ago. 2020. 


Em estudo feito por GIOPPO et al., (2019) via método Spot-on-the-lawn, 
alíquotas de 10 uL de emulsões do supracitado óleo essencial de Melaleuca 
alternifolia a 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,5% com 5 uL de Tween 80 como agente 
emulsificante foram introduzidas de forma pontual em placas com culturas bacterianas 
criadas pelo método de dispersão das suspensões bacterianas em ágar MH. Ocorrida 
a absorção das emulsões, as placas foram incubadas a 37 “C por 24 he os respectivos 
halos de inibição do crescimento microbianos foram analisados em milímetros (mm) 
segundo TABELA 8. 

TABELA 3: Medidas dos halos de inibição (mm) formados pelo óleo essencial de Melaleuca 


alternifolia em placas de ágar MH impregnadas conforme metodologia Spot-on-the-lawn contra 
isolados multirresistentes. 





Concentrações (%) / Halos (mm) 





Isolados 0,25% | 0,90% | 0,75% 1% 1,50% 





E. coli ESBL 8+0,7 | 8+0,1 | 841,4 | 9+2,8 | 10+1,4 





E. coli ATCC 25922 7,3+0,2 | 7,9+0,8 | 7,3+0,2 | 8,1+0,4 | 8,6+0,1 





K. pneumoniae ESBL 0 0 0 741,4 | 940,7 





K. pneumoniae KPC 4+0,7 | 5+0,1 6+0,1 6+0,2 | 640,1 





K. pneumoniae ATCC13883 0 540,3 | 4,6+0,83 | 4,81+0,2 | 5,3+0,2 


























+ representa o desvio padrão. 
Fonte: GIOOPPO et al., (2019). 


Assim, E. coliESBL apresentou halos de inibição de 8mm para a concentração 
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0,25 % (1,125uL de terpinen-4-ol) até 10 mm para a concentração 1,5 % (5,625uL de 
terpinen-4-ol). Esse tipo de atividade antibacteriana pode advir da cascata de 
interações existente entre os componentes celulares bacterianos e os do óleo, de um 
único constituinte do óleo, ou do sinergismo dos componentes do óleo essencial. 
Nesse caso, uma análise cromatográfica apontou constituição de 73 % de terpenos, 
sendo 45 % só de terpinen-4-ol. 

Uma das características de moléculas terpênicas como o terpinen-4-ol é o fato 
de sua estrutura ser lipofílica, permitindo que a molécula intervenha na camada 
fosfolipídica da membrana celular bacteriana, promovendo um aumento da 
permeabilidade da membrana citoplasmática e o consequente extravasamento de 
alguns componentes necessários para que a célula bacteriana mantivesse sua 
homeostase como, por exemplo, íons de potássio e a célula fica incapacitada de 
executar funções como a respiração e a proliferação. 


10. CONCLUSÃO 

A importância da relação estrutura química/atividade biológica (REA), revela a 
possibilidade de obtenção racional dos metabólitos secundários a serem utilizados na 
terapêutica, tanto a nível farmacognóstico (desde a seleção do material vegetal ao 
método de obtenção do metabólito), quanto ao nível sintético e biológico (pelas 
possíveis modificações estruturais que potencialzem e direcionem a atividade 
biológica). 

Como visto neste capítulo, os mecanismos de ação biológicos são diversos 
para os diferentes metabólitos secundários estudados (podendo se intercalar entre a 
parede celular e o DNA, diminuindo a virulência da bactéria, induzindo o 
extravasamento de componentes celulares, ação sinérgica com outros antibióticos, 
entre outros ), além de possuírem um poder antimicrobiano de amplo-espectro, 
englobando bactérias Gram-positivas e (Gram-negativas, bactérias com perfil de 
resistência e até mesmo fungos. 

Sendo assim, análise farmacoquímica dos metabólitos secundários já 
elucidados, se faz essencial para: preservação do meio ambiente, otimização do 
tempo e dos recursos financeiros disponíveis para pesquisa, enriquecimento 
qualitativo e quantitativo do arcabouço científico, uma luta mais eficaz contra infecções 
microbianas nosocomiais e multirresistentes no ambiente hospitalar, promovendo uma 


recuperação rápida e segura ao paciente e maior sensação de segurança para a 
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equipe hospitalar e para a comunidade. 

Tal análise, demonstra o impacto socioeconômico gerado pelo estudo da REA 
dos metabólitos secundários frente aos micro-organismos patógenos. Sendo o Brasil 
um país de imensa riqueza vegetal, o investimento em pesquisa de novos compostos 
naturais, promissores fármacos, e a investigação à nível molecular de seus 
mecanismos de ação, se torna uma ferramenta para a melhoria do tratamento de 
infecções hospitalares, queda de óbitos causadas por resistência bacterianas, além 


da diminuição da prevalência de micro-organismos multirresistentes. 
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RESUMO: A resistência bacteriana aos antimicrobianos utilizados na clínica vêm 
crescendo de forma significativa nos últimos anos. Há diversos mecanismos que a 
bactéria pode desenvolver para se tornar resistente. Um deles é a formação do 
biofilme, uma comunidade complexa de microrganismos envolvidos por uma matriz 
polissacarídica, que acaba funcionando como uma barreira protetora para as 
bactérias. Com essa estrutura, as infecções bacterianas se tornam mais virulentas e 
difíceis de tratar, trazendo risco pra saúde humana. Como os antimicrobianos 
utilizados na clínica já não são mais tão eficazes contra a grande maioria das 
espécies, se torna de fundamentalimportância a busca por compostos alternativos 
que tenham a capacidade de agir contra bactérias e até mesmo contra biofilmes. 
Dentre essas substâncias, há os compostos fenólicos, que compõe um grupo de 
compostos caracterizados por ter um anel aromático ligado a um ou mais grupo 
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hidroxila. Estão presentes em grande quantidade em plantas, frutas, legumes e 
vegetais, e possuem diversas propriedades importantes como antioxidante, anti- 
inflamatória e antimicrobiano. Sendo assim, este trabalho busca agrupar informações 
sobre a ação dos diferentes compostos fenólicos contra bactérias e, principalmente, 
contra biofilmes bacterianos. 


PALAVRAS-CHAVE: Compostos fenólicos. Biofilme. Resistência microbiana. 


ABSTRACT: Bacterial resistance to antimicrobials used in the clinic has been 
growing significantly in recent years. There are several mechanisms that bacteria can 
develop to become resistant. One of them is the formation of biofilm, a complex 
community of microorganisms surrounded by a polysaccharide matrix, which ends 
up functioning as a protective barrier to bacteria. With this structure, bacterial 
infections become more virulent and difficult to treat, bringing risk to human health. 
As the antimicrobials used in the clinic are no longer as effective against the vast 
majority of species, it becomes of fundamental importance to search for alternative 
compounds that have the ability to act against bacteria and even against biofilms. 
Among these substances, there are phenolic compounds, which make up a group of 
compounds characterized by having an aromatic ring attached to one or more 
hydroxyl group. They are present in large quantities in plants, fruits, vegetables and 
vegetables, and have several important properties such as antioxidant, anti- 
inflammatory and antimicrobial. Thus, this work seeks to group information on the 
action of different phenolic compounds against bacteria and, mainly, against bacterial 
biofilms. 


KEYWORDS: Phenolic compounds. Biofilm. Microbial resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

No século XX houve a conhecida “Era de Ouro dos Antibióticos”, iniciada em 
1941 com a descoberta de penicilina, seguida até os anos 1990. Houve produção de 
diversos medicamentos de classes distintas, como B-lactâmicos, tetraciclinas, 
cloranfenicol, aminoglicosídeos, macrolídeos, glicopeptídeos e quinolonas. Eles 
eram produzidos principalmente a partir de microrganismos como Streptomyces, 
Penicilliums, Actinomycetes e Bacilli ou de forma sintética e semissintética. Nesta 
época, quase todas as infecções bacterianas eram tratáveis pelas drogas existentes, 
sem presença de resistência em larga escala (SILVA et al., 2016; BBOSA et al., 
2014; HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). 

Porém, desde o fim dessa era, não há descoberta significativa de novos 
medicamentos e, somado ao uso indiscriminado dos antibióticos e à aquisição de 
resistência pelas bactérias, a maioria dos fármacos existentes e utilizados hoje em 
dia já não são mais eficazes contra muitas espécies bacterianas. Dessa forma, 
iniciou-se uma busca por compostos originários de plantas que, além de serem 
abundantes na natureza, produzem metabólitos secundários com diversas 
propriedades, inclusive com ações contra microrganismos (SILVA et al., 2016; 
BBOSA et al., 2014; HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). 

O metabolismo das plantas pode ser classificado como primário e secundário. 
O primário se refere ao metabolismo básico, comum praticamente a todas as 
espécies, e que é indispensável para a sua sobrevivência. Já o metabolismo 
secundário não está envolvido com processos básicos, como obtenção de nutrientes 
ou geração de energia, e os metabólitos secundários produzidos não existem 
igualmente entre as espécies e até mesmo entre os tecidos da planta. Devido às 
suas variadas propriedades biológicas, as substâncias secundárias já são 
amplamente utilizadas como princípio ativo de diversos produtos, inclusive de alguns 
cosméticos e fármacos. Os principais grupos de compostos secundários naturais são 
os compostos fenólicos, terpenos e substâncias nitrogenadas. Dentre eles, os 
compostos fenólicos são os mais pesquisados e que mais possuem atividade contra 
microrganismos (DE REZENDE et al., 2016). 


2. COMPOSTOS FENÓLICOS 
Compostos fenólicos é um termo utilizado para nomear o grupo formado por 


uma grande quantidade de compostos químicos, caracterizados por ter ao menos 
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um anel aromático (nesse caso, o benzeno) ligado a um ou mais grupo hidroxila. A 
sua hidroxila é responsável por sua acidez, enquanto o anel benzeno caracteriza 
sua basicidade. 

É um dos grupos químicos mais comumente encontrado em plantas, frutas, 
vegetais e legumes, e são responsáveis por dar o sabor e a coloração de frutas e 
vegetais. Nas plantas, são produzidos como metabólitos secundários pela via do 
ácido chiquímico e do acetato malonato, agindo na defesa contra radiação 
ultravioleta e agressões de patógenos  (NGUYEN; | KRYACHKO; 
VANQUICKENBORNE, 2003; CARTEA et al., 2011; FARAH E DONANGELO, 2006). 


Figura 1. Fórmula química básica do fenol. Os diversos tipos de fenóis são formados a partir 
dele. 





Fonte: NGUYEN; KRYACHKO; VANQUICKENBORNE, 2008. 


Além de ser encontrado em plantas e ter diversas funções nesses 
organismos, os fenóis também têm importância para nós. Possuem alguns efeitos 
fisiológicos como: antialérgico, anti-inflamatório, antimicrobiano, antitrombótico, 
antioxidante, cardioprotetor e vasodilatador e, por isso, têm recebido cada vez mais 
atenção da indústria farmacêutica e alimentícia. No nosso plasma, por exemplo, há 
a presença do a-tocoferol, um fenol constituinte da vitamina E que age como 
importante antioxidante. Alguns desses compostos têm possível ação também como 
protetor contra doenças degenerativas crônicas, como catarata, degeneração 
macular, doenças neurodegenerativas e diabetes mellitus (FARAH E DONANGELO, 
2006; NGUYEN; KRYACHKO; VANQUICKENBORNE, 2003; DE REZENDE et 
al., 2016). 

O grupo contém diversos compostos químicos distintos (cerca de oito mil) que 
variam desde compostos simples, com baixo peso molecular e com apenas um anel 
aromático para os mais complexos, formando os polifenóis. Os compostos desse 
grupo podem ser classificados de diversas formas. Segundo a classificação de 
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Harborne e Simmonds (1964), eles são classificados em grupos distintos de acordo 
com o número de carbono em sua molécula. Os fenóis encontrados em plantas são 
classificados principalmente de acordo com o número e arranjo dos átomos de 
carbono como flavonóides ou não-flavonóides, e em subclasses de acordo com 
substituições em sua estrutura básica, associação com carboidratos e formação de 
polímeros (CARTEA et al., 2011; FARAH E DONANGELO, 2006). 

Flavonóides são compostos polifenólicos com quinze moléculas de carbono e 
dois anéis aromáticos ligados por pontes de carbono. Correspondem à maior 
quantidade de compostos fenólicos. Estão presentes principalmente em folhas e 
frutas, e possuem ação na proteção contra raios UV, pigmentação, fixação do 
nitrogênio e proteção contra pragas. No nosso corpo, os flavonóides possuem ação 
antioxidante, anti-inflamatória, anti- mutagênica e anti-carcinogênica (CARTEA et al., 
2011; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). 

Em 1865, Joseph Lister utilizou pela primeira vez fenol durante uma cirurgia, 
para desinfectar instrumentos e roupas cirúrgicas e observou que, com o uso desse 
composto, os pacientes tinham menos infecção e corriam menos risco de vida. A 
partir disso, fenol passou a ser bastante utilizado como um antisséptico. Hoje se sabe 
que essa classe de compostos em grande quantidade possui efeito tóxico para o 
organismo. Mas, na época, seu efeito benéfico como antisséptico levou vantagem 
em cima disso (NGUYEN; KRYACHKO; VANQUICKENBORNE, 2003). 


Tabela 1. Principais classes de compostos fenólicos presentes em plantas. 





Classes e sub-classes Exemplos de compostos específicos 





Não-flavonóides 





Ácidos fenólicos 





Ácidos benzóicos Ácido gálico, ácido protocatecuico, ácido p- hidroxibenzóico 
Ácidos 
hidroxicinâmico 





Ácido cumárico, ácido cafeico, ácido ferrúlico, ácido sinápico 























Taninos hidrolisáveis Pentagaloil glicose 
Estilbenos Resveratrol 
Ligninas Secoisolariciresinol, matairesinol, lariciresinol, pinoresinol 
Flavonóides 
Flavonóis Kaempferol, quercitina, 
Flavonas Apigenina, luteolina 
Flavanonas Naringerina, hesperetina 
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Flavanóis Catequinas, galocatequinas 





Antocianidinas Pelargonidina, cianidina, malvadina 


Taninos condensados 
ou proantocianidinas 





Procianidina trimérico, prodelfinidinas 














Isoflavonas Daidzeína, genistina, gliciteína 





Fonte: Adaptado de Farah e Donangelo, 2006. 


Diversos compostos naturais já se mostraram eficazes contra bactérias, 
agindo contra a comunicação bacteriana, contra a motilidade, inibindo toxinas, 
impedindo a produção enzimática, alterando seu metabolismo ou agindo sobre a 
formação do biofilme bacteriano. Essas ações acabam levando à morte das 
bactérias ou podem atrapalhar seu metabolismo, fazendo com que não consigam se 
multiplicar (KUMAR et al., 2007; SATISH; RAGHAVENDRA; RAVEESHA, 2008). 

Quanto aos compostos fenólicos, especificamente, estudos mostram que eles 
são bastante eficazes contra mecanismos bacterianos de um modo geral. Cumarinas, 
flavonóides, ácidos fenólicos e taninos conseguem agir impedindo ou alterando a 
comunicação por Quorum sensing de algumas espécies Gram-positivas e Gram- 
negativas, como Serratia marcescens, Pseudomonas, Staphylococcus aureus e 
Chromobacterium violaceum. — Ligninas, quinonas, fenilpropanóides, cumarina e 
flavanóides têm ação contra a motilidade bacteriana, que é muito importante para 
bactéria, e pode ser considerada como um fator de virulência da mesma, visto que 
permite que ela colete nutrientes do ambiente e colonize novos lugares (SILVA et 
al., 2016). 

Como mostrou Cartea et al., (2011), no estudo de Ayaz et al., (2008), frações 
fenólicas ricas em quercitina e derivados de kaempferol se mostraram eficazes contra 
o crescimento de Gram-positivas e Gram-negativas, como S. aureus, Enterococcus 
faecalis, Bacillus subtilis e Moraxella catarrhalis. Além disso, estudos mostram que 
compostos fenólicos já se mostraram eficazes na inibição do crescimento, de toxinas, 
enzimas e da formação de biofilme de diversas espécies bacterianas (CUEVA et al., 
2010; BOUND et al., 2015). 


3. COMPOSTOS FENÓLICOS CONTRA BIOFILMES BACTERIANOS 


Bactérias podem viver em forma de vida livre (planctônica) ou podem se aderir 
a um substrato formando biofilmes, onde estão na forma de vida séssil. Biofilme é 


uma comunidade estruturada de bactérias envoltas por uma matriz polissacarídica e 
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que estão aderidas a uma superfície. Ele está presente na maioria das infecções 
bacterianas, sendo formado em diversas condições e ambientes. Seu mecanismo de 
formação é bastante complexo onde, no fim, tem uma estrutura resistente e bem 
arquitetada, com a formação de um ambiente favorável para o organismo em seu 
interior. Devido à sua matriz polissacarídica e por características de sua estrutura, O 
biofilme funciona como um mecanismo de resistência e de virulência bacteriana. 
Dessa forma, infecções bacterianas onde haja a formação de biofilme normalmente 
são mais agressivas e duradouras (COSTERTON et al., 1999; MAH, 2012; 
TRENTIN, 2013). 

Essa forma de vida séssil vem trazendo cada vez mais desafios para o 
tratamento de infecções bacterianas, pois infecções relacionadas ao biofilme estão 
mais associadas a um aumento de mortalidade e morbidade. Tendo o conhecimento 
da crescente resistência bacteriana, com os antibióticos existentes já não sendo mais 
eficazes contra grande parte das espécies, ampliou-se a busca por compostos que 
agissem contra essa forma de vida, impedindo a formação de biofilmes ou com a 
capacidade de destruí-lo. Dentre esses compostos, estão os compostos fenólicos 
(SILVA et al., 2016; SATPATHY et al., 2016). 


Figura 2. Microscopia da formação do biofilme. (A) célula bacteriana planctônica, visualizada por 
meio de Microscopia Eletrônica de Transmissão. (B) células bacterianas aderidas na superfície e 
(C) células formando microcolônias de biofilme, ambas visualizadas por meio de Microscopia 
Eletrônica de Varredura. 





Fonte: adaptado de Watnick e Kolter (2000). 


Diversos compostos fenólicos vêm se mostrando eficientes na supressão da 
formação do biofilme bacteriano de diversas espécies. S. aureus é uma Gram- 
positiva com uma grande patogenicidade, onde suas infecções estão muitas vezes 
relacionadas com a formação de biofilme, principalmente em dispositivos médicos 
como válvulas coronarianas, cateteres e próteses. Diversos compostos fenólicos já 
se mostraram eficazes contra o biofilme desta espécie, como flavonóides, 


xanthohumol, ácido gálico, proantocianidinas, ácido elágico, ácido tânico, ácido 
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ginkgólico e ácido rosmarínico (TRENTIN et al., 2015; SLOBODNÍKOVÁ et al., 2016; 
LIU et al., 2017). 

Pseudomonas aeruginosa é um patógeno oportunista Gram-negativo, 
comumente associado a infecções do trato urinário e do sistema respiratório, e possui 
a capacidade de formar biofilme nos mais variados ambientes. A formação de 
biofilme por esse microrganismo está bastante associada a infecções pulmonares e 
a fibrose cística crônica. Estudos mostram que compostos fenólicos se mostraram 
eficazes contra o seu biofilme, como a cumarina, catequina, flavanóides, quercitina, 
ácido gálico, ácido ferrúlico e ácido tânico (BANIN; VASIL; GREENBERG, 2005; 
BORGES; SAAVEDRA; SIMÕES, 2012; SIDDIQUI et al., 2015; PEJIN et al., 2015; 
ONSARE E ARORA, 2015; URQUHART et al., 2018). 

Klebsiella pneumonia é um patógeno comumente associado a infecções 
hospitalares. Esta bactéria também é forte formadora de biofilme, principalmente em 
cateteres urinários e outros dispositivos médicos, sendo de grande preocupação para 
a área médica. Estudos mostram que extratos de diversas plantas ricas em 
flavonóides, ácido gálico, ácido ferrúlico, ácido cafeico, ácido elágico, catequina e 
quercitina se mostraram eficazes contra biofilmes de K. pneumonia (IBRAHIM, 2017; 
ROY et al., 2018; THININA et al., 2020). 

Enterococcus spp. são Gram-positivos habitantes natural da cavidade oral, 
gastrointestinal e do trato genital feminino. Mesmo presentes no organismo, as 
espécies desse gênero conseguem causar infecções no trato urinário, no sangue e 
até no sistema nervoso. As duas principais espécies desse gênero, E. faecalis e E. 
faecium são importantes patógenos formadores de biofilme. Diversos taninos, 
quercitina, proantocianidina, catequina e flavonóide se mostraram eficazes contra a 
formação de biofilme de Enterococcus (MOHAMED E HUANG, 2007; SILVA et al., 
2016; HAKIKI et al., 2017; MEMARIANI et al., 2019). 

Outro microrganismo bastante presente em infecções e com alta capacidade 
de formação de biofilme é Escherichia coli. Naturalmente, E. coli coloniza o trato 
gastrointestinal humano, mas pode vir a causar graves infecções associadas à 
biofilme. Quercitina, catequina, ácido clorogênico, ácido cafeico, ácido elágico, ácido 
gálico, ácido ferrúlico, cumarina e ácido tânico reduziu biofime de E. coli 
significativamente (BELOIN et al., 2008; BORGES; SAAVEDRA; SIMÕES, 2012; 
CEYLAN E ALIC, 2015; SILVA et al. 2016; SLOBODNÍKOVÁ et al., 2016). 

Streptococcus mutans é um patógeno Gram-positivo, principalmente associado 
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a formação de biofilme em dentes de animais e humanos, formando placas e cáries. 
Proantocianidinas, xantonas, ácido tânico, ligninas, ácido gálico, quinonas, ácido 
salicílico, ácido gálico, metilgalato, quercitina, quercitrina, chalcona e fenóis simples 
foram alguns dos compostos fenólicos que tiveram alguma ação contra o biofilme de 
S. mutans (KOO et al., 20083; SILVA et al., 2016; SLOBODNÍKOVÁ et al., 2016). 

Os compostos fenólicos podem agir contra biofilme por diversos mecanismos. 
O primeiro estágio para a formação do biofilme é a adesão da bactéria ao substrato. 
Para isso acontecer, a bactéria, até então no estado planctônico, deve se mover em 
direção à superfície, seja por meio do fluxo no meio ou pela presença de pilis e 
flagelos. O ácido ferrúlico e o ácido gálico agem reduzindo a formação do biofilme e a 
motilidade deespécies Gram-positivas e Gram-negativas. Dessa forma, a menor 
motilidade dos microrganismos pode estar relacionada a uma menor adesão 
bacteriana e, consequentemente, menor formação dessa estrutura (BORGES et 
al., 2012). 

Algumas bactérias, principalmente as Gram-negativas, utilizam como molécula 
sinalizadora no Quorum sensing a N-acil homo-serina lactona (AHL). Essa molécula 
tem a função de controlar a expressão de genes responsáveis pela densidade e 
maturação do biofilme. Alguns polifenóis podem agir penetrando no biofilme e inibindo 
a sinalização da AHL. Como consequência, há uma perda na densidade bacteriana 
dentro do biofilme e consequentemente a destruição da estrutura (PLYUTA et al., 
2013; ROY et al., 2018). 

Taninos podem agir quebrando peptideoglicanos que está presente na parede 
bacteriana. Essa quebra leva a uma alteração na composição de proteínas e ácido 
tecóicos da parede, reduzindo a capacidade de formação do biofilme. A clivagem dos 
peptideoglicanos também pode fazer com que haja liberação de moléculas 
sinalizadoras, modulando a expressão de genes associados à produção da estrutura. 
Podem agir também se ligando aos peptideoglicanos e causando danos na parede 
celular, impedindo a adesão bacteriana e levando a alterações na biomassa e 
viabilidade do biofilme (HUBER et al., 2003; LUÍS et al., 2013; ROY et al., 2018). 
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Figura 3. Imagens de biofilmes formados por Microscopia Eletrônica de Varredura. (A) biofilme 
formado de S. aureus. (B) biofilme de S. aureus formado na presença de ácido clorogênico. 





Fonte: Adaptado de Luís et al., (2013). 


Mas a eficácia dos compostos fenólicos contra o biofilme pode depender de 
alguns fatores, como pH, concentração ou características da espécie bacteriana em 
questão. O estudo de Silva et al. (2016) busca avaliar o efeito de alguns ácidos 
fenólicos (ácido clorogênico, ferrúlico, gálico, cafeico, cumárico, siríngico e sinápico) 
contra o biofilme de diversas espécies. Os autores observaram, nesse estudo, que a 
ação dos ácidos contra o biofilme das espécies tinha direta relação com o pH. Uma 
variação no pH leva as moléculas ácidas a diferentes níveis de protonação e, 
consequentemente, a diferentes interações físico-químicas com os microrganismos. 
Por isso, a ação dos compostos fenólicos ácidos contra o biofilme pode variar. 

Plyuta et al., (2013) mostraram em seu estudo que o efeito de alguns 
compostos fenólicos contra o bioflme de P. aeruginosa era dependente da 
concentração utilizada. Nas concentrações dos compostos onde o crescimento 
bacteriano não era alterado, a formação do biofilme era estimulada. Em 
concentrações mais altas, onde o crescimento bacteriano era reduzido, o biofilme era 
inibido. Os autores observaram que concentrações sub-inibitórias de alguns fenóis 
agiam aumentando a expressão de AHL, aumentando a densidade bacteriana e, por 


isso, a formação do biofilme era aumentada. 


4. CONCLUSÃO 

Tendo o conhecimento das características e perigo da formação do biofilme 
pelas bactérias, o estudo dessa forma de vida e compostos capazes de eliminá-lo 
são de grande importância atualmente. Com as informações coletadas, é possível 


observar que diversos compostos fenólicos possuem ação tanto antimicrobiana 
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como ação contra o biofilme das principais espécies formadoras. Contanto, essa 
ação deve levar em consideração algumas variáveis, como o pH do meio, 
concentrações sub-inibitórias e características particulares de cada bactéria. Dessa 
forma, podem funcionar como alternativa para eliminação dessa forma de vida, 


facilitando o acesso e ação dos antimicrobianos nas infecções. 
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RESUMO: As infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) são um grande 
problema de saúde pública no Brasil e no mundo, e estão associadas a qualquer 
infecção que acomete o paciente durante ou após o tratamento a qual foi submetido, 
seja ele por internação hospitalar ou estabelecimentos de saúde. Quando se trata de 
microrganismos multirresistentes envolvidos nas IRAS, da classe bactérias Gram- 
positivas, destacam-se os gêneros Staphylococcus e Enterococcus. Staphylococcus 
aureus é uma bactéria Gram-positiva oportunista que pode infectar animais e 
humanos, sendo um dos principais agentes causadores de infecções primárias de 
corrente sanguínea (IPCS), como endocardite, osteomielite, pneumonia, abscessos 
cerebrais, meningite e bacteremia. A primeira linha de tratamento utilizada são os 
antimicrobianos, a exemplo o grande grupo dos B-lactâmicos e das cefalosporinas. 
Entretanto, com o aumento da resistência ao longo do tempo ou produção de reações 
de hipersensibilidade, tratamentos alternativos têm sido testados para o manejo 
dessas infecções. O desenvolvimento de alternativas terapêuticas ao tratamento 
convencional com antibióticos descrito no neste trabalho se mostrou bastante 
promissor e é de extrema necessidade pois visa métodos que no futuro poderão deixar 
de ser alternativos e passarem a ser métodos implementados corriqueiramente na 
prática clínica. 


PALAVRAS-CHAVE: Antibióticos. Terapêutica. Tratamento alternativo. 


ABSTRACT: Health Care Related Injuries (HAls) are a major public health problem in 
Brazil and worldwide, and are associated with any infection that affects the patient 
during or after the treatment to which he was subjected, whether by hospitalization or 
health technicians. When it comes to multi-resistant microorganisms involved in HAI, 
of the class Gram-positive bacteria, the genera Staphylococcus and Enterococcus 
stand out. Staphylococcus aureus is an opportunistic Gram-positive bacterium that can 
infect animals and humans, being one of the main causative agents of primary 
bloodstream infections (IPCS), such as endocarditis, osteomyelitis, pneumonia, brain 
abscesses, meningitis and bacteremia. The first line of treatment used is 
antimicrobials, an example being the large group of B-lactams and cephalosporins. 
However, with the increase in resistance over time or the production of hypersensitivity 
reactions, alternative treatments have been tested to manage these changes. The 
development of therapeutic alternatives to conventional treatment with antibiotics 
described in the present study has shown itself to be quite promising and is of extreme 
necessity since the methods that cannot fail to be alternative and become methods 
that are commonly implemented in clinical practice. Keywords: Antibiotics. Therapy. 
Alternative treatment. 


KEYWORDS: Antibiotic. Therapeutic. Alternative treatment. 
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1. INTRODUÇÃO 

As infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) são um grande 
problema de saúde pública no Brasil e no mundo e estão associadas a qualquer 
infecção que acomete o paciente durante ou após o tratamento a qual foi submetido, 
seja ele por internação hospitalar ou estabelecimentos de saúde (WHO, 2020). 
Embora muitas vezes ocultas da atenção do público, um estudo europeu demonstrou 
que a proporção de pacientes infectados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) pode 
chegar à 51 %. Em países europeus, a prevalência média de IRAS é de 7,1 %, e nos 
Estados Unidos da América (EUA), a incidência em 2002 foi de 4,5 %. Em países de 
baixa renda, a proporção de pacientes com infecção adquirida na UTI variou entre 
4,4 % e 88,9 %, e em países em desenvolvimento, essa proporção pode ser até 19 
vezes maior que os relatados nos países europeus e nos EUA (WHO, 2020). 

No ambiente hospitalar, a importância das bactérias multirresistentes a 
antibióticos tem se tornado algo cada vez mais preocupante visto que essas oferecem 
um enorme risco à saúde dos pacientes. Uma bactéria adquire resistência quando 
exposta à uma droga antimicrobiana e naturalmente o microrganismo se adapta 
geneticamente ao seu ambiente. Diversos fatores podem estar associados à 
resistência, como utilização de antibióticos de amplo espectro, internação prolongada 
e má higienização das mãos (GARCIA, et al., 2019). 

Dentre os principais microrganismos multirresistentes envolvidos nas IRAS, 
destacam-se os três gêneros Gram-negativas: Acinetobacter, Pseudomonas e 
Escherichia. Quando se trata das Gram-positivas, ressaltase os gêneros 
Staphylococcus e Enterococcus (ANVISA, 2018). Dessa forma, Staphylococcus 
representa o primeiro gênero que causa infecções hospitalares, principalmente em 
pacientes em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs). Staphylococcus coagulase 
negativa resistente a oxacilina é a primeira na causa de IRAS em UTIs, em hospitais 
no Brasil, e a espécie S. aureus meticilina resistente (MRSA) ocupa o segundo lugar 
na estatística de espécies Gram-positivas isoladas neste ambiente (ANVISA, 2018). 

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva oportunista que pode 
infectar animais e humanos, sendo um dos principais agentes causadores de 
Infecções Primárias de Corrente Sanguínea (IPCS), como endocardite, osteomielite, 
pneumonia, abscessos cerebrais, meningite e bacteremia. Cepas MRSA surgiram 
após a implementação da meticilina na clínica, por volta de 1960 e estima-se que hoje, 
pessoas que possuam infecções com isolados MRSA, tenham 64 % mais chances de 
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morte que pessoas infectadas com um isolado não resistente (GARCIA; SILVA; 
OLIVEIRA, 2019; PAPADOPOULOS, 2018; WHO, 2018). MRSA é resistente a 
quase todos os B-lactâmicos. Sua ameaça à saúde pública é tanta que a MRSA está 
listada como prioridade alta na lista da Organização Mundial de Saúde (OMS) para 
promover pesquisa e desenvolvimento de novos antibióticos e enfrentar a crescente 


resistência global aos medicamentos antimicrobianos (WHO, 2017). 


2. TRATAMENTOS ANTIMICROBIANOS CONVENCIONAIS 

Por se tratar de uma infecção bacteriana, a primeira linha de tratamento 
utilizada são os antimicrobianos. Então, esse estudo buscou os antibióticos 
convencionais utilizados na prática clínica para o tratamento de infecções por S. 
aureus. Algumas classes e fármacos têm uso consagrado e antigo, entretanto, com o 
aumento da resistência ao longo do tempo ou produção de reações de 
hipersensibilidade, outros antibióticos foram sendo descobertos ou sintetizados. 

2.1 BETA-LACTÂMICOS 

Os Beta-lactâmicos são uma classe de antimicrobianos caracterizados pela 
presença do anel B-lactâmico em sua estrutura, constituído por 3 átomos de carbono 
e 1 de nitrogênio (Figura 1). Essa classe é formada pelas penicilinas, cefalosporinas, 
carbapenens e monobactans, e diferem entre si pelo substituinte que está ligado ao 
anel B-lactâmico principal (AZEVEDO, 2014). A presença desse anel está relacionada 
ao mecanismo de ação dessa classe de antibióticos (inibição da síntese da parede 
celular bacteriana), ao principal mecanismo de resistência apresentado pelas 
bactérias (as B-lactamases) e a possuir baixa toxicidade (por atuarem em uma 
estrutura que não está presente na célula humana (SUAREZ E GUDIOL, 2009). 


Figura 1. Fórmula estrutural das: (a) penicilinas, (b) cefalosporinas. Anel B-lactâmico evidenciado em 
vermelho. 


R—CO-NH CH; Re ea 
Nr CR 


EE CooH 


Fonte: Adaptado de Longhin (2008). 


277 


Todos os antibióticos deste grupo são considerados como agentes bactericidas e 
atuam na fase final da biossíntese do peptidoglicano, que é um componente estrutural 
essencial da parede celular bacteriana, inibindo irreversivelmente as PBPs (penicillin- 
binding-proteins), impedindo a formação das ligações cruzadas entre as cadeias 
peptídicas dos peptidoglicanos. (BUSH E BRADFORD, 2018) Dentre os constituintes 
da classe dos B-lactâmicos, aqueles que possuem atividade contra o Staphylococcus 
aureus, e são utilizados na prática clínica, são as penicilinas e as cefalosporinas 
(ANVISA, 2007). 

2.2 PENICILINAS 

A primeira penicilina foi descoberta acidentalmente em 1928 pelo médico e 
bacteriologista Alexander Fleming, o qual observou que uma colônia de S. aureus 
havia sido contaminada com o fungo Penicillium notatum (agora P. chrysogenum) e 
em volta desse bolor havia um halo em que a bactéria não se desenvolveu. Após 
vários testes com a cultura isolada desse fungo, ele concluiu que provavelmente 
estava sendo produzida uma substância que eliminava as bactérias, denominando-a 
como penicilina (NICOLAOU E RIGOL, 2017). 

As penicilinas são os antibióticos mais comumente utilizados para tratar 
infecções com S. aureus do tipo suscetíveis à meticilina (MSSA, do inglês methicillin- 
susceptible S. aureus) (RAYNER E MUNCKHOF, 2005; GUDIOL et a/., 2017). Em 
casos de bacteremia, quando comparada com outros B-lactâmicos, a administração 
de penicilina G natural, na dose usual, apresenta maior atividade antibiótica intrínseca, 
com uma concentração inibitória mínima inferior (GUDIOL et al., 2017). 

Pelo vasto uso arbitrário de antimicrobianos, bem como seu uso abusivo e/ou 
inadequado, muitas cepas têm apresentado resistência aos antibióticos (GURGEL E 
CARVALHO, 2008). Em relação aos B-lactâmicos, o mecanismo de resistência pode 
ocorrer principalmente pela produção de B-lactamases, através de modificações 
estruturais das Proteínas Ligadoras de Penicilina (PLP) ou pela diminuição da 
permeabilidade bacteriana ao antibiótico por mutações e modificações nas porinas 
(ANVISA, 2007). 

Em decorrência de muitas cepas de S. aureus apresentarem resistência às 
penicilinas, outras estratégias são necessárias. Primeiramente, pode-se utilizar as 
penicilinas resistentes às penicilinases (RAYNER; MUNCKHOF, 2005), que no Brasil 
há disponível apenas a oxacilina (ANVISA, 2007). Além disso, há penicilinas, como a 


amoxacilina, ticarcilina, ampicilina e piperacilina que, quando isoladas, possuem 
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atividade para poucas cepas da bactéria em estudo; entretanto, quando associadas 
aos inibidores da B-lactamase, como o tazobactam, sulbactam e clavulanato, 
apresentam uma ampla atividade contra cepas de S. aureus e outras bactérias 
anaeróbias e gram-negativas, maior até que as penicilinas resistentes às penicilinases 
(RAYNER E MUNCKHOF, 2005; ANVISA, 2007). 

As penicilinas, normalmente, são bem toleradas e apresentam, em sua maioria, 
efeitos adversos relacionados a reações de hipersensibilidade, podendo gerar 
manifestações cutâneas ou até quadros anafiláticos. Também podem causar 
toxicidade hematológica, como anemia hemolítica e eosinofilia, e, em pacientes com 
insuficiência renal, altas doses de penicilina pode provocar crises convulsivas 
(ANVISA, 2007; KATZUNG E TREVOR, 2017). 

2.3 CEFALOSPORINAS 

O primeiro antibiótico representante do grupo foi descoberto em julho de 1945, 
pelo italiano Giuseppe Brotzu, o qual foi isolado de um fungo presente nas águas do 
esgoto em Cagliari, na Itália, identificado como Cephalosporium acremonium. O início 
dessa investigação partiu da observação de que a incidência de febre tifóide nessa 
localidade era inferior quando comparado com o resto da Itália ou da Europa, e após 
analisar os filtrados de cultura, o pesquisador descobriu que o crescimento de 
bactérias, como a Salmonella typhi (causadora da febre tifóide), S. paratyphi B, S. 
aureus, Yersinia pestis e outras, era inibido na presença desse fungo (ZAFFIRI, 
GARDNER, TOLEDO-PEREYRA, 2012). 

A classe das cefalosporinas está subdivida em cincos gerações, com os 
fármacos agrupados a depender do espectro bacteriano que possuem (AZEVEDO, 
2014). É relatado que a primeira geração dessa classe possui atividade contra MSSA 
(RAYNER E MUNCKHOF, 2005; GUDIOL et al., 2017) e, no Brasil, cefalotina, 
cefazolina, cefalexina e cefadroxila são as representantes desse grupo 
(ANVISA, 2007). 

Embora apresentem uma atividade inferior à das penicilinas, as cefalosporinas 
são utilizadas principalmente quando as penicilinas devem ser evitadas, como em 
casos de hipersensibilidade ou intolerância leves (RAYNER E MUNCKHOF, 2005; 
GUIMARÃES, MOMESSO, PUPO, 2010). Já em casos mais leves de infecções 
estafilocócicas, como as de pele e de tecidos moles, as cefalosporinas são indicadas 
por apresentarem um regime de dose mais conveniente e menor potencial tóxico, 


contrário do caso de infeções mais graves, no qual as penicilinas são mais utilizadas 
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(RAYNER E MUNCKHOF, 2005). Em casos de MRSA, atualmente, há disponível as 
cefalosporinas de quinta geração, representada pela ceftaroline e ceftobiprole 
(AZEVEDO, 2014). 

Em relação aos efeitos colaterais, as cefalosporinas também podem causar 
reações de hipersensibilidade e toxicidade hematológica, como as penicilinas; além 
de produzir dor após administração intramuscular e tromboflebite após injeção 
intravenosa (KATZUNG E TREVOR, 2017). Pode ocorrer reações cruzadas àqueles 
pacientes que possuem histórico de hipersensibilidade grave às penicilinas 
(BUONOMO et al., 2014) 

2.4 MACROLÍDEOS 

São caracterizadas pela presença de lactonas macrocíclicas de origem 
policetídica de 14 ou 16 membros, as quais estão ligadas a um amino-açúcar ou, 
apenas, açúcar (GUIMARÃES, MOMESSO, PUPO, 2010). O primeiro representante 
deste grupo, a eritromicina, foi isolada pela primeira vez em 1952, a partir da 
Streptomyces erythreus, em amostras de solo importadas das Filipinas para os 
Estados Unidos (NICOLAOU E RIGOL, 2017). 

O mecanismo de ação dos macrolídeos consiste na ligação dos fármacos no 
RNA ribossomal 23S da subunidade 50S dos ribossomos, interferindo na biossíntese 
das proteínas bacterianas, sendo, assim, um agente bacteriostático (GUIMARÃES, 
MOMESSO, PUPO, 2010). Dentre os representantes deste grupo, os disponíveis no 
Brasil são: Eritromicina, Claritromicina e Azitromicina (ANVISA, 2007). 

Em relação às infecções causadas por S. aureus, os macrolídeos apresentam 
inatividade contra cepas multirresistentes de S. aureus resistentes à meticilina 
(miMRSA, do inglês multiresistant methicillin-resistant S. aureus), mas apresentam 
eficácia contra MSSA e a algumas cepas não-multirresistentes de S. aureus 
resistentes à meticilina (nmrMRSA, do inglês non-multiresistant methicillin-resistant S. 
aureus) (RAYNER E MUNCKHOF, 2005). 

Normalmente, agentes bacteriostáticos não são indicados para o tratamento de 
infecções severas, como a endocardite. Além disso, a eritromicina é contraindicada 
para o tratamento de infecções por S. aureus em pele e tecidos moles. Entretanto, 
caso os B-lactâmicos ou a clindamicina não possam ser receitados, os macrolídeos 
podem ser utilizados como alternativa (RAYNER E MUNCKHOF, 2005). 

Cólicas abdominais, náuseas, vômitos, diarréia e anorexia são os efeitos 


adversos mais comuns dessa classe, além da possibilidade de produzir hepatite 


280 


colestática aguda, que é acompanhada por icterícia, febre e alteração da função 
hepática. Podem causar, principalmente a azitromicina, prolongamento do intervalo 
QT por atuar sobre os canais de potássio (ANVISA, 2007; KATZUNG E 
TREVOR, 2017). 

2.5 LINCOSAMIDAS 

A lincomicina foi isolada a partir do Streptomyces lincolmensis, em 1962. No 
entanto, posteriormente foi produzido seu derivado semi-sintético, a clindamicina, que 
possui maior absorção por via oral e melhor atividade. (ANVISA, 2007; GUIMARÃES, 
MOMESSO, PUPO, 2010). A clindamicina possui propriedades antibacterianas 
similares aos macrolídeos e atuam pelo mesmo mecanismo de ação (GUIMARÃES, 
MOMESSO, PUPO, 2010), ou seja, também são agentes bacteriostáticos. 

As lincosaminas possuem atividade contra Staphylococcus aureus sensíveis à 
meticilina e algumas cepas de nmrMRSA (RAYNER E MUNCKHOF, 2005). 
Normalmente, são utilizadas quando as cepas são resistentes às penicilinas ou o 
paciente apresenta hipersensibilidade ou intolerância às penicilinas ou cefalosporinas 
(ANVISA, 2007), quando ocorre reações alérgicas cruzadas. São relatados, como 
efeitos adversos, flebite após infusão intravenosa, supressão da flora anaeróbia, por 
possuir excreção biliar (ANVISA, 2007), náuseas, diarréia e exantema cutâneo. 
Também podem causar alterações da função hepática e neutropenia (KATZUNG E 
TREVOR, 2017) 

2.6 GLICOPEPTÍDEOS 

Este grupo é representado primeiramente pela vancomicina, que foi induzida 
na prática clínica no final da década de 50, sendo isolada a partir de amostras do solo 
da ilha de Bornéu do Streptomyces orientalis (reclassificado como Amycolatopsis 
orientalis). O outro representante é a teicoplanina, que difere da vancomicina por ser 
mais lipossolúvel (GUIMARÃES, MOMESSO, PUPO, 2010; NICOLAOU E 
RIGOL, 2017). 

Atuam de forma semelhante aos B-lactâmicos quanto à interferência à parede 
celular bacteriana, porém o mecanismo para isso é diferente (NICOLAOU E RIGOL, 
2017). Os glicopeptídeos inibem essa biossíntese a partir da complexação com o 
resíduo dipeptídico terminal das cadeias peptídicas dos peptidoglicanos 
(GUIMARÃES, MOMESSO, PUPO, 2010). A vancomicina é utilizada em infecções 
por S. aureus, principalmente àquelas causadas por MRSA. (RAYNER E 
MUNCKHOF, 2005). Já a teicoplanina apresenta similaridades às indicações clínicas 
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da vancomicina, mas tem a vantagem de o intervalo entre as doses ser maior, possuir 
mais de uma via de administração, apresentar menor toxicidade e poder ser utilizadas 
quando o paciente possui alergia à vancomicina. (ANVISA, 2007). 

Os efeitos adversos mais comuns relacionados à vancomicina são calafrios, 
febre e flebites associados ao tipo de administração (ANVISA, 2007). Pode causar a 
síndrome do “homem vermelho”, que está relacionado ao tempo curto e rápido de 
infusão, podendo ser revertido pelo aumento do período de infusão (KATZUNG E 
TREVOR, 2017). Já a teicoplanina não causa essa síndrome e dificilmente produz 
tromboflebite, causando, normalmente, reações cutâneas e disfunções hepáticas 
(ANVISA, 2007). 

2.7 DAPTOMICINA 

É um antibiótico lipopeptídeo cíclico, obtido a partir da fermentação do 
Streptomyces roseosporus, que possui atividade bactericida. O mecanismo de ação é 
baseado em causar a despolarização da membrana celular bacteriana com o auxílio 
do cálcio extracelular (PICAZO et al., 2010), causando a morte bacteriana a partir do 
extravasamento do citoplasma (ANVISA, 2007). A daptomicina é indicada no 
tratamento de MRSA e àquelas cepas resistentes à vancomicina e linezolida (ANVISA, 
2007). Durante o uso clínico, os níveis de creatina fosfoquinase precisam ser 
monitorados, e pode apresentar miopatia (KATZUNG E TREVOR, 2017), fraqueza 
muscular distal e artralgia como efeitos adversos (ANVISA, 2007) 

2.8 OXAZOLIDINONAS 

Essa classe é representada unicamente pela linezolida, que é um 
antimicrobiano sintético e o mecanismo de ação está relacionado com a inibição da 
síntese proteica (ANVISA, 2007), possuindo, assim, um efeito bacteriostático. A 
diferença desse fármaco para outros que possuem mecanismo similar é que a 
linezolida atua no início da transcrição, inibindo a formação do complexo de iniciação 
e, consequentemente, a possibilidade de resistência cruzada é baixa 
(LIVERMORE, 2003) 

A linezolida é utilizada, principalmente, em casos de MRSA (ANVISA, 2007) e 
em algumas cepas multirresistentes (GOMEZ-GENER, SALVADOR, BOJ, 2002). Os 
principais efeitos adversos são de caráter hematológico, como trombocitopenia, 
anemia e neutropenia; além de poder causar a síndrome serotoninérgica quando 
administrado concomitantemente à fármacos serotoninérgicos (KATZUNG E 
TREVOR, 2017), uma vez que a linezolida é um inibidor não-seletivo e reversível da 
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monoamina oxidase (ANVISA, 2007). 


3. TRATAMENTOS ALTERNATIVOS 

Sabe-se que as infecções microbianas e a resistência antimicrobiana são um 
problema de saúde pública mundial. Ela tem colocado os avanços da medicina 
moderna em perigo, uma vez que estes estão sendo corroídos pela disseminação da 
resistência múltipla a medicamentos. Assim, esse estudo também buscou por novas 
alternativas aos tratamentos convencionais já descritos na literatura. A Tabela 1 
abaixo lista 10 tratamentos alternativos utilizados em ensaios clínicos que tiveram 
eficácia significativa e, portanto, são promissores para os tratamentos envolvendo 


infecções por S. aureus. 


Tabela 1. Tratamentos alternativos utilizados em ensaios clínicos. 












































Tipo de tratamento Autor 
Bacteriófagos FABIJAN, A.P, et al. (2019) 
Chá verde UMASHANKAR, N, et al. (2018) 
Vacina BEGIER, E, et aí. (2017) 
Larvas MALEKIAN, A, et al. (2019) 
Inibição enzimática HAFKIN, B, et al. (2015) 
Ozenoxacina ROSEN, T, et al. (2018) 
Anticorpo monoclonal FRANÇOIS, B, et al. (2018) 
Probióticos EGGERS, S, et al. (2018) 
Iclaprim HUANG, D.B, et al. (2019) 
Dupilumab CALLEWART, C, et al. (2019) 





Fonte: Os autores. 


3.1 BACTERIÓFAGOS 

Constituem uma classe de vírus utilizados no controle de infecções bacterianas 
uma vez que esses vírus possuem a capacidade de infectar as bactérias. A utilização 
desses vírus para o tratamento de doenças é um tanto quanto questionável, uma vez 
que eles apresentam capacidade de matar células do hospedeiro. Porém, a ideia da 
fagoterapia tem sido cada vez mais difundida e já existe a cerca de 100 anos, onde 
por exemplo, infecções virais eram induzidas em pacientes oncológicos para avaliar a 
atividade antitumoral (TORTORA, 2012). Esse tipo de terapia apresenta vantagens 
como administração em dose única e ausência de fatores paralelos e indesejáveis 


como a destruição de bactérias úteis ao organismo (TORTORA, 2012). 
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Fabijan e colaboradores (2019), avaliaram em agosto de 2017 a setembro de 
2018 uma terapia fágica intravenosa em treze pacientes com grave infecção por S. 
aureus, incluindo endocardite de válvula protética (PVE) e choque séptico. A terapia 
adjunta foi realizada com fagos de Myoviridae produzidos pela AmpliPhi Bioscience, 
chamados de AB-SAO1, com atividade in vitro contra uma ampla variedade de isolados 
clínicos de S. aureus e com alguns antibióticos, a exemplo, meticilina e flucloxacilina. 
Os resultados mostraram que a administração por via intravenosa de fagos é segura, 
bem tolerada na sepse grave e apresentou, ao final da terapia, melhora clínica dos 
pacientes incluindo diminuição da resposta inflamatória e eliminação da bacteremia, 
quando comparados ao tratamento utilizando apenas o antibiótico. 

Vale ressaltar que esse tipo de tratamento envolvendo administração de fagos 
são uma das principais terapias do futuro para infecções bacterianas que não 
respondem aos antibióticos convencionais. 

3.2 CHÁ VERDE 

As plantas têm sido cada vez mais estudadas, pois dados da literatura têm 
mostrado que elas apresentam potencial para o tratamento alternativo ao alopático 
frente à patologias como inflamações intestinais e até infecções bacterianas, como 
mostra o estudo de Araújo e colaboradores (2014). Assim, estudos envolvendo 
Camellia sinensis, conhecido também como chá verde, têm demonstrado sua 
atividade antibacteriana, in vitro e in vivo para uma diversidade de cepas, incluindo S. 
aureus (YAM, 1997; SHARQUIE, 2000; TAYLOR, 2002). 

Conforme Umashankar e colaboradores (2018), em um estudo aberto 
controlado por placebo com um grupo de pessoas que possuíam pioderma primário 
causados por MRSA, 3g de extrato alcóolico das folhas do chá verde adicionado a 
uma pomada para a avaliação da atividade antimicrobiana foi eficaz em 86% dos 
pacientes. Os valores de MIC também apresentaram redução no grupo controle de S. 
aureus (ATCC 25923) e MRSA (ATCC 29213). 

3.3 VACINAS 

O indivíduo pode desenvolver imunidade à um microrganismo através da 
infecção por esse microrganismo, pela vacinação (imunidade ativa), ou pela 
transferência de anticorpos ou linfócitos de um indivíduo imunizado ativamente 
(imunidade passiva). O estímulo da resposta imunológica contra os microrganismos 
por meio da vacinação é o método mais eficaz de proteger os indivíduos contra 


infecções, e essa abordagem levou à erradicação mundial da varíola, a única doença 
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que foi eliminada da civilização pela intervenção humana (ABBAS, et al., 2014). 

Partindo desse pressuposto e de dados na literatura que corroboram o 
delineamento para uma vacina eficaz contra S. aureus, Begier e sua equipe (2017), 
em um estudo de fase 1 avaliaram o potencial de uma vacina, intitulada de S. aureus 
4-antigen vacine (SA4Ag). Essa vacina continha 4 antígenos polissacarídeos 
encapsulados conjugados a outros fatores. Ela foi testada em 100 pessoas saudáveis 
e os pesquisadores observaram que os pacientes desenvolveram resposta 
imunológica rápida, robusta e funcional e em sua maioria, houve apenas reações 
adversas moderadas ou leves, como dor muscular, febre e dor de cabeça. Os 
resultados também mostraram que corpo produziu anticorpos, CHA e MntC, que 
eliminaram os polissacarídeos capsulares 5 e 8 (CP5 e CP8) pela atividade 
opsonofagocítica (OPA). 

3.4 LARVAS 

A terapia com larvas (Maggot Therapy - MT) tem sido utilizada em diversos 
tipos de feridas com tecido necrosado. Elas atuam promovendo o desbridamento do 
tecido necrótico através do aparelho sugador da larva, que libera enzimas digestivas 
que dissolvem o tecido e também secretam constantemente outras substâncias que 
auxiliam no processo de regeneração do tecido lesionado. Essas substâncias também 
possuem ação antimicrobiana contra, por exemplo, Streptococcus pyogenes e S. 
aureus. Assim, estudos têm demonstrado que o uso de larvas no tratamento de 
patologias que não são erradicadas com o tratamento convencional tem sido cada vez 
mais explorado (DALLAVECCHIA, et al. 2011). 

Assim, Malekian e colaboradores (2019) realizaram um ensaio clínico 
randomizado com 50 pacientes adultos, utilizando de 5 a 7 larvas/cm?: da superfície 
da ferida. Os pacientes tinham úlcera diabética nos pés (DFUs) e estavam infectadas 
por S. aureus e Pseudomonas aeruginosa para avaliar o efeito antimicrobiano das 
larvas de Lucilia sericata sobre essas úlceras. Os resultados mostraram que as larvas 
possuem capacidade de eliminar ambas as espécies e que é um tratamento seguro e 
eficaz para pessoas com DFU infectadas com alguma das espécies citadas. Os 
resultados também mostram que as larvas são capazes de reduzir o biofilme de 
ambas as espécies, sendo necessário doses mais altas para o tratamento da P. 
aeruginosa em comparação a S. aureus. 

3.5 INIBIDOR ENZIMÁTICO 


Os inibidores enzimáticos são moléculas que reduzem ou inibem a atividade de 
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certas enzimas. Eles podem atuar regulando vias metabólicas, serem usadas como 
fármacos para inibição de enzimas que estão envolvidas em doenças e podem ser 
usadas também como modelo de estruturas físicas e químicas e propriedades 
funcionais de enzimas. Elas são divididas em reversíveis, quando não há ligação 
covalente entre o inibidor e a enzima, e em irreversíveis, quando há modulação nos 
sítios de ligação da enzima levando a uma inativação definitiva (MOTTA, V.T, 2011). 
Assim, estudos envolvendo a utilização de inibidores enzimáticos para o tratamento 
de doenças tem sido uma das alternativas buscadas pelos cientistas. 

Partindo desse pressuposto, Hafkin e sua equipe (2015) avaliaram o potencial 
de um inibidor enzimático, o AFN-1252, quanto a inibição da Fabl enoyl-ACP 
reductases, uma enzima que catalisa a última etapa na biossíntese de ácidos graxos 
bacterianos, incluindo S. aureus, que são essenciais para sua sobrevivência. O estudo 
foi realizado com 89 pacientes que tinham infecções agudas de pele e estrutura da 
pele causadas principalmente por bactérias da espécie MRSA e MSSA (97,7%). Os 
resultados mostraram que houve erradicação microbiológica > 90% e as taxas de 
resposta clínica foram > 90%, apresentando até resolução completa dos sintomas de 
eritema, edema e abscesso. Apesar das comorbidades que os pacientes 
apresentavam, o inibidor foi bem tolerado e apresentou apenas alguns efeitos 
adversos como cefaleias, náuseas e vômitos. 

3.6 PROBIÓTICOS 

Os probióticos são microrganismos vivos capazes de auxiliar na prevenção de 
algumas doenças inflamatórias quando administrados em quantidade adequada, 
como por exemplo, nas doenças gastrointestinais. Por possuírem grande associação 
com o intestino, contribuem bastante para resposta imunológica, podendo estimular 
tanto a resposta imune não específica quanto a específica (OLIVEIRA, et al. 2017). 
Atualmente, muitas espécies de Lactobacillus são empregadas na indústria e na 
promoção da saúde como probióticos, podendo citar espécies como Lactobacillus 
casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus (HILL, et al. 2018). Tendo 
em vista essa contribuição à saúde humana, os probióticos têm sido alvo de pesquisas 
no combate de doenças causados por patógenos como o S. aureus. 

Eggers e parceiros (2018), em um ensaio clínico randomizado e por intermédio 
de cápsulas probióticas contendo colônias de L. rhamnosus, HNO01, e cápsulas de 
placebo idênticas contendo apenas a carga inerte, avaliou o potencial desse probiótico 


durante quatro semanas, com indivíduos previamente selecionados quanto ao local 
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de colonização do S. aureus, que foi o trato gastrointestinal (TGI) ou extra-TGl. 

Os resultados se mostraram favoráveis para o uso de cepa probiótica à base 
de L. rhamnosus HN001 na descolonização apenas da região intestinal por S. aureus 
e MRSA. Embora o tratamento probiótico não tenha reduzido as chances de 
colonização em outras partes do corpo, o trabalho foi de grande importância para 
demonstrar que a utilização de probiótico pode ser uma estratégia alternativa 
promissora no combate ao patógeno S. aureus, além de abrir portas para novas 
pesquisas clínicas. 

3.6 NOVOS ANTIBIÓTICOS 

3.6.1 OZENOXACINA 

O S. aureus é o principal causador do impetigo, infecção cutânea bacteriana 
muito comum em crianças, mas não restrita a essa fase da vida. O controle dessa 
infecção é muito importante por ser tratar de uma doença facilmente transmissível. As 
lesões mais recorrentes são localizadas no rosto, pescoço e mãos, além que, mesmo 
em raros casos, podem ocorrer complicações sistêmicas. Com os tratamentos à base 
de antibióticos tópicos como a meticilina, mupirocina e ciprofloxacina, as taxas de 
resistência bacteriana por S. aureus tem se elevado. Atendendo a essa demanda, o 
antibiótico tópico Ozenoxacina tem se mostrado promissor para atividade bactericida 
contra alguns gêneros de patógenos como Staphylococcus e espécies de 
Streptococcus, podendo se tornar uma terapia bem localizada para o impetigo 
(ROSEN, et al., 2018). 

Assim, tentando comprovar a eficácia clínica da Ozenoxacina, Rosen e 
colaboradores (2018), em um estudo de fase 3, realizado em 6 países de junho de 
2014 a maio de 2015, comparou a eficácia do creme de Ozenoxacina 1 %, com creme 
placebo em pacientes com diagnóstico clínico de impetigo. O tratamento foi de 5 dias 
com aplicações do creme duas vezes ao dia. O grupo que recebeu o tratamento com 
Ozenoxacina obteve maior eficácia clínica e microbiológica em comparação ao grupo 
placebo. Nos pacientes com infecções que apresentavam resistência a 
medicamentos, foi observado cura ou melhora significativa, incluindo pacientes com 
S. aureus resistente à mupirocina e MRSA. Portanto, o uso de Ozenoxacina se 
mostrou ser eficaz, bem tolerado e não apresentou eventos adversos graves. 

3.6.2 ICLAPRIM 

As Infecções Bacterianas Agudas da Pele e da Estrutura da Pele (IBAPEP) 
exibem diversas apresentações clínicas com muitos níveis de gravidade das infecções 
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bacterianas agudas. As IBAPEP incluem celulite, erisipela, infecção de ferida e 
abscesso cutâneo maior com tamanho de lesão de pelo menos 75 cm?, bem como 
comenta Xiaoju e colaboradores em seu trabalho (2019). O S. aureus é o patógeno 
mais recorrente nas IBAPEP e muitas drogas para o tratamento desse patógeno já 
foram aprovadas, porém, a segurança e resistência desses antibióticos ainda são 
questionáveis. O Iclaprim surge como uma promissora droga contra cepas MRSA, 
VRS (do inglês Vancomycin Resistance S. aureus), além de S. aureus não 
susceptíveis a linezolida e daptomicina (HUANG, et al., 2019). 

Procedendo de estudos anteriores sobre a segurança e resistência de 
antibióticos já utilizados no tratamento das IBAPEP, Huang e colaboradores (2019) 
realizaram dois estudos (REVIVE-1 e REVIVE-2) de fase 3, duplo-cego e 
randomizado, a fim de comparar a segurança e eficácia da dose fixa de iclaprim e 
vancomicina, ambas administradas por via intravenosa. Os resultados apresentaram 
boas respostas clínicas e microbiológicas dos pacientes com IBAPEP infectados por 
S. aureus, as taxas de cura foram de 80,4 e 82,5% para pacientes nos grupos iclaprim 
e vancomicina, respectivamente. Isolados de S. aureus não foram observados em 
valores de CIM de 2 a 8 ug/mL, verificou-se incidência de 2,0 % de isolados de S. 
aureus em culturas de pacientes com IBAPEP com CIM iclaprim > 8 ug/mL. 

3.7 TERAPIA COM ANTICORPO 

3.7.1 AR-301 

Anticorpos são moléculas glicoproteicas presentes na circulação sanguínea e 
linfática, essas moléculas têm a capacidade de reconhecer e ligar-se a antígenos, por 
fim inativando-os (MARQUES, 2005). O AR-301 é um anticorpo monoclonal humano 
do isotipo IgG1 que neutraliza a toxina alfa (fator de virulência que contribui para que 
a S. aureus sobreviva dentro de hospedeiro humano) impedindo, desse modo, o 
desgaste do sistema imunológico, ampliando a eficácia do mesmo na redução da 
carga bacteriana (FRANÇOIS, et al., 2018). 

Segundo François e colaboradores (2018), a pneumonia bacteriana adquirida 
em hospitais (PBAH), mais especificamente a associada ao ventilador na terapia 
intensiva (UTI), são as principais causas de mortalidade e morbidade em pacientes 
que apresentam Infecções Relacionadas a Assistência à Saúde (IRAS). O agente 
bacteriano S. aureus está entre os patógenos mais frequentes implicado nas PBAH 
ligadas a UTI, os tratamentos de rotina têm se tornado mais árduos devido à presença 
de cepas MRSA. Dessa forma, o tratamento alternativo com anticorpos monoclonais 
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humanos tem se mostrado promissor para tratamentos envolvendo essas espécies 
resistentes. 

Diante desse contexto, François e sua equipe (2018), em um estudo 
randomizado realizado em 13 UTI's de cinco países, avaliaram a segurança, 
imunogenecidade, eficácia clínica e microbiológica e tolerabilidade de uma única 
administração de AR-301 em 48 pacientes com pneumonia grave por MRSA. Os 
resultados apresentaram segurança em todos os pacientes tratados havendo apenas 
efeitos adversos moderados. A imunogenicidade foi observada em um paciente bem 
como a meia vida no plasma que também foi promissora e compatível com a natureza 
do produto. Benefícios clínicos foram relatados sobre o menor tempo de permanência 
no paciente em ventilação com Pneumonia Bacteriana Associada a Ventilação (PBAV) 
e erradicação microbiológica em torno de 80% durante um tempo menor. 

Assim, por se tratar de uma abordagem inovadora, o autor sugere que embora 
não se tenha dados firmes sobre a total eficácia do produto, as tendências positivas 
devem ser observadas e discutidas para um estudo com um maior número de 
participantes e ressalta que estudos maiores são justificados para avaliar melhor essa 
terapia e apoiar ainda mais essa hipótese (FRANÇOIS, et al., 2018). 

3.7.2 DUPILUMAB 

A dermatite atópica (DA) é definida uma doença inflamatória cutânea crônica 
de etiologia multifatorial, muito comum em crianças e sua manifestação ocorre em 
forma de eczemas (eritema mal definido, edema e vesículas no estágio agudo) 
(ANTUNES, et al., 2017). A inflamação acometida na DA é causada principalmente 
pelo aumento das citocinas IL-4 e IL-13.. Nesse quadro ocorre alterações na barreira 
da pele, no metabolismo lipídico da pele e na inibição da síntese de peptídeos 
antimicrobianos, tornando esse tecido um alvo propício para proliferação de agentes 
microbianos como S. aureus (CALLEWAERT, et al., 2019). 

Callewaert e colaboradores (2019) verificaram que o Dupilumab, um anticorpo 
monoclonal (mAb) totalmente humano, é utilizado para o tratamento de adultos com 
DA moderada a grave por bloquear a subunidade de receptores compartilhada para 
IL-4 e IL-13, inibindo assim a sinalização dessas interleucinas. Atentando para esse 
achado, realizaram em cinco centros médicos nos Estados Unidos e no Canadá um 
estudo de fase 2, com pacientes que apresentavam DA moderada a grave. 

O tratamento foi realizado com Dupilumab em grupo com 200 mg 


semanalmente e um grupo placebo, ambos com duração de 16 semanas. 
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Anteriormente ao tratamento, observou-se que a pele lesionada dos pacientes 
apresentava menor diversidade microbiana e maior abundância geral de S. aureus do 
que a pele não lesionada, quadro que foi revertido após o tratamento. 

Os resultados correlacionaram a menor abundância de S. aureus com a 
melhora clínica da DA e biomarcadores da imunidade tipo 2 em relação ao grupo 
placebo onde não foram identificadas alterações da pele lesionada e não lesionada. 
Assim, os autores acreditam que futuros estudos precisam ser focados no início da 
patogênese da DA a fim de melhor entender como se sucede a proliferação por S. 
aureus e como o uso contínuo do Dupilumab pode contribuir para o restabelecimento 


das condições normais de proteção da pele. 


4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O uso convencional do antibiótico para o tratamento de infecções causadas por 
bactérias tem sido consagrado desde a década de 40, quando a antibioticoterapia 
começou a ser empregada em soldados da Segunda Guerra Mundial e seus relatos 
de recuperações milagrosas alcançarem o público, aumentando a demanda pelo 
medicamento. Assim, eles mudaram a forma como vivemos e como morremos, 
aumentando a expectativa e a qualidade de vida, chegando a ser considerado um 
remédio milagroso (COLLEN, A. 2016). 

Contudo, atualmente o seu uso tem se tornado pandêmico. O uso 
indiscriminado dessa classe de medicamentos tem aumentado cada vez mais, e isso 
reverbera em um aumento nos mecanismos de resistência dos microrganismos, que 
além de já sofrerem influências da pressão seletiva do meio ambiente, ainda adquirem 
mecanismos aprimorados por meio do uso inadequado dessa droga. 

A resistência bacteriana é um assunto amplamente discutido por seu caráter 
emergencial de controle e têm sido uma preocupação de todas as instituições de 
saúde em todo o mundo. Assim, os achados deste trabalho contribuem para o 
combate à pandemia invisível que é a crescente resistência antimicrobiana que tem 
colocado todo um século de progresso em perigo. O desenvolvimento de alternativas 
terapêuticas ao tratamento convencional com antibióticos é de extrema necessidade 
pois visa métodos que no futuro poderão deixar de ser alternativos e passarem a ser 


métodos implementados corriqueiramente na prática clínica. 
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RESUMO: Por várias décadas, a resistência aos antimicrobianos tem sido uma 
ameaça crescente para o tratamento de infecções causadas por bactérias, 
especialmente Staphylococcus aureus. A resistência bacteriana trata-se de um 
conjunto de mecanismos de adaptação celular contra os efeitos nocivos ou letais 
causados por antibacterianos, podendo uma cepa tornar-se multidroga resistente, 
como ocorre em cepas hospitalares 
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ou de origem comunitária de S. aureus. Neste contexto, o uso de plantas medicinais 
contra processos infecciosos impulsiona pesquisas para obtenção de novos agentes 
com propriedades antimicrobianas que podem atuar como modificadores do perfil de 
resistência. Tais descobertas permitem a combinação de fármacos comerciais 
associados à fitocompostos para fins terapêuticos. Métodos como epsilométrico (E- 
test), time-kille checkerboara, são utilizados para avaliar o efeito de tais combinações 
in vitro, verificando o potencial na reversão da resistência antimicrobiana. Os 
fitocompostos podem agir como reguladores do metabolismo intermediário bacteriano, 
ativando ou bloqueando reações enzimáticas, afetando diretamente a síntese 
enzimática (a nível nuclear ou ribossomal), ou mesmo modificando estruturas de 
membranas. Sendo assim, estudos visando novas abordagens terapêuticas, isoladas 
ou em combinação com produtos vegetais, devem seguir o ritmo num esforço 
sincrônico, na busca por agentes efetivos contra microrganismos multirresistentes. 


PALAVRAS-CHAVE: Extratos vegetais; Impacto clínico; Resistência Microbiana. 


ABSTRACT: For several decades, resistance to antimicrobials has been a growing 
threat to the treatment of bacterial infections, especially Staphylococcus aureus. 
Bacterial resistance is a set of mechanisms of cellular adaptation against harmful or 
lethal effects caused by antibacterials, turning into a multidrug resistant microrganism, 
as occurs in hospital or community-origin S. aureus. In this context, the use of 
medicinal plants against infectious processes has stimulated research to obtain new 
agents with antimicrobial properties, acting as modifiers of the resistance profile. Such 
discoveries allow the combination of commercial drugs with phytocomposites for 
therapeutic purposes. Methods such as epsilometric (E-test), time-kill and 
checkerboard, are used to evaluate the effect of such combinations in vitro, evaluating 
the potential for reversing antimicrobial resistance. Phytocomposites can act as 
regulators of intermediate bacterial metabolism, activating or blocking enzymatic 
reactions, directly affecting enzyme synthesis (at nuclear or ribosomal level), or even 
modifying membrane structures. Therefore, studies that seek new therapeutic 
approaches, isolated or in combination with plant products, must follow the rhythm in 
a synchronous effort, in the search for effective agents against multi-resistant 
microorganisms. 


KEYWORDS: Plant extracts; Clinical impact; Microbial resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

Durante várias décadas, a resistência microbiana tem sido uma ameaça 
crescente para o tratamento eficaz de uma gama cada vez maior de infecções 
causadas por bactérias, parasitas, vírus e fungos. Este cenário torna-se mais 
alarmante quando analisamos dados emitidos pela Organização Mundial de Saúde, 
em que as infecções causam 25 % das mortes em todo o mundo e 45 % nos países 
subdesenvolvidos. Devido a isto, os antibióticos correspondem a 12 % de todas as 
prescrições ambulatoriais, o que gera um gasto de 15 % dos 100 bilhões de dólares 
gastos anualmente com medicamentos (WANNMACHER, 2004; OMS, 2020). 

A ação efetiva dos antimicrobianos vem diminuindo progressivamente, através 
da alta capacidade adaptativa de sobrevivência das bactérias. Por esta razão, as 
infecções de etiologia bacteriana estão crescendo em ritmo muito acelerado, com 
características clínicas cada vez mais agressivas e de difícil tratamento, em 
desproporção ao desenvolvimento de novos agentes farmacológicos com efetividade 
comprovada. Segundo Langdon e colaboradores (2016), estima-se que em 2050, 10 
milhões de mortes serão ocasionadas por resistência aos antibióticos. 

Devido aos dados citados e a urgência nesta batalha contra os micro- 
organismos, o foco dos pesquisadores vem mudando e se adaptando a realidade 
encontrada para este confronto, pois aliado a pesquisa por novas drogas 
antimicrobianas, o interesse pelo uso de terapias sinérgicas combinadas tem 
demonstrado sucesso, uma vez que amplia o espectro antimicrobiano, evita o 
aparecimento de resistência por mutações, diminui a toxicidade e reverte total ou 
parcialmente a resistência das cepas. Tais descobertas permitem a combinação de 
drogas antimicrobianas comerciais combinadas à componentes ativos vegetais ou 
extratos, para fins terapêuticos (LANGEVELD et al., 2014). 


2. MULTIRRESISTÊNCIA BACTERIANA: O QUE É E COMO SURGIU? 

A resistência bacteriana pode ser definida como um conjunto de mecanismos 
de adaptação das bactérias contra os efeitos nocivos ou letais aos quais estejam 
sendo expostas (LIVERMORE, 1995). A resistência a antimicrobianos pode ocorrer 
de forma natural (intrínseca), onde acontece espontaneamente pela mutação do gene, 
ou adquirida através da transferência de fragmentos de DNA como Transposons de 
uma bactéria para outra. As bactérias adquirem resistência pela modificação do sítio 


alvo de atuação do antimicrobiano na célula bacteriana reduzindo a eficiência do 
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antimicrobiano, destruição direta ou modificação do antibiótico por enzimas 
produzidas pelo microrganismo ou por efluxo de antibiótico da célula 
(SHELDON, 2005). 

O crescente número de cepas bacterianas cada vez mais resistentes à 
quimioterapia disponível aumenta o tempo de internação, exige medicamentos caros 
de difícil acesso e aumenta a morbidade e mortalidade na Unidade de Terapia 
Intensiva (UTI) e nos serviços de saúde em geral (OLIVEIRA, 2009). No Brasil entre 
5 % e 15 % dos pacientes hospitalizados e 25 % a 35 % dos pacientes admitidos em 
UTI's adquirem infecção hospitalar, sendo ela a quarta causa de mortalidade (ABEGG; 
SILVA, 2011). Apesar dos avanços na terapia e cuidados de suporte, as UTI são 
muitas vezes o epicentro das infecções, principalmente por causa de sua população 
extremamente vulnerável e a utilização de múltiplos procedimentos invasivos (ORSINI 
et al., 2012). 

O aumento no número de apresentações clínicas causadas por bactérias 
multidrogaresistentes (MDR) representa uma importante emergência global, que 
estimula diversos grupos de pesquisa ao redor do mundo na busca de novas 
estratégias para superar esse fenômeno. Um grande número de estudos mostra que 
as infecções por cepas MDR são uma das principais causas de morbidade e 
mortalidade. Este fenômeno envolve diversas espécies de bactérias isoladas de 
diferentes sítios corporais. Dentre os microrganismos Gram-positivos MDR 
provenientes de infecções de pele, destacam-se as cepas de Staphylococcus aureus 
resistentes à meticilina/oxacilina (MRSA) (LU et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018). 

Atualmente, tem-se dado destaque ao aumento de cepas de S. aureus 
resistentes a meticilina/oxacilina (MRSA) e vancomicina (VRSA), representando 
grande desafio na prática clínica. MRSA são microrganismos responsáveis pela 
maioria das infecções cutâneas e adquiridas em hospitais, associadas a um alto índice 
de mortalidade. A resistência à meticilina se deve à aquisição do gene mecA que 
codifica uma proteína de ligação à penicilina 2a (PBP2a), reduzindo a ação dos P- 
lactâmicos, podendo esta transferência genética acontecer em ambiente hospitalar ou 
comunitário (BOCQUET et al., 2019; ANVISA, 2020). 

Ainda, pode-se citar a resistência cruzada aos macrolídeos, lincosamidas e 
estreptogramina B (MLSB), sendo classificadas em constitutiva ou induzível, 
dependendo da exposição aos macrolídeos. Na expressão constitutiva, a resistência 
a eritromicina e clindamicina é detectada no antibiograma (CLSI, 2007); já a forma 
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induzível, pode apresentar resistência à eritromicina e falsa sensibilidade à 
clindamicina (PEACOCK; PATERSON, 2015). Um perfil evolutivo entre o surgimento 
de alguns antimicrobianos e o surgimento de resistências por cepas de 
Staphylococcus aureus pode ser observado na Figura 1. 

Além de todas as estratégias de resistência aos antimicrobianos, sejam estas 
intrínsecas ou adquiridas por exposições sucessivas, bactérias como Staphylococcus 
aureus ainda exibem outras maneiras para evadir aos mecanismos dos fármacos, 
como a formação de biofilmes. Desta forma, além dos mecanismos celulares de 
resistência às mais variadas classes de antimicrobianos, estes microrganismos 
formam estruturas multicelulares organizadas, comunicam-se através da troca de 
plasmídeos e moléculas sinalizadoras (quorum sensing) e formam matriz extracelular 
como barreira estrutural, aumentando ainda mais sua tolerância (DI LOVICO et 
al., 2020). 


Figura 1. Histórico do surgimento de antibióticos e exemplos de mecanismos de resistência por 


Staphylococcus aureus desenvolvidos ao longo do tempo. 
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MRSA: Staphylococcus aureus resistentes à Meticilina/Oxacilina; CA-MRSA: Staphylococcus aureus 
resistentes à Meticilina/Oxacilina de origem comunitária; VRSA: Staphylococcus aureus resistentes à 
Vancomicina. (SANTOS et al., 2007) 

Fonte: Os autores. 


3. IMPACTO CLÍNICO DE CEPAS MULTIRRESISTENTES DE Staphylococcus 
aureus 

As bactérias do gênero Staphylococcus colonizam densamente a microbiota 
humana residente, em especial Staphylococcus epidermidis e outros estafilococos 


coagulase-negativos, consideradas as principais bactérias comensais da pele. 
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Entretanto, a maioria dos autores não considera Staphylococcus coagulase-positivo, 
como S. aureus, parte da microbiota natural da pele, por causar infecções importantes 
e graves como bacteremia, pneumonia, endocardite e síndrome do choque tóxico, 
como infecções de caráter oportunista (PEACOCK; PATERSON, 2015; WILLIAMS; 
GALLO, 2015; PRESCOTT etal., 2017; LEE et al., 2018). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, pacientes com infecções causadas 
por isolados de S. aureus MRSA possuem cerca de 64 % de chances a mais de 
morrerem, quando comparamos com infecções por isolados sensíveis (OMS, 2020), 
uma vez que há uma limitação da escolha terapêutica. 

Os principais riscos associados a infecções por S. aureus multirresistente estão 
relacionados à falha terapêutica, estes podem ser decorrentes da formação de 
estruturas, como o biofilme, ou pela perpetuação de mecanismos de resistência. Por 
consequência a isto, há a manutenção do processo infeccioso, aumentando assim as 
taxas de mortalidade e morbidade (REBIAHI et al., 2011; ZHEN et al., 2020).A 
formação do biofilme dificulta a penetração dos antibióticos, bem como a sua ação, 
além de servir como uma barreira contra o sistema imune do paciente (HENRIQUES 
et al., 2013). Know et al., (2008) alertaram quanto à alta ocorrência da formação do 
mesmo por parte de isolados resistentes, comprovando, estatisticamente, uma 
correlação entre o perfil de sensibilidade, a presença de 15256 e a formação de 
biofilme. Posteriormente, Manandhar et al., (2018), verificaram, também, a correlação 
do perfil de sensibilidade e formação de biofilme, por meio de testes com isolados 
clínicos provenientes de um hospital em Nepal, corroborando com o estudo citado 


anteriormente. 


4. MÉTODOS CLÁSSICOS PARA DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE 
ANTIMICROBIANA 

Os testes realizados para a determinação da atividade antimicrobiana são 
testes in vitro, sendo padronizados pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards 
Institute) (NASCIMENTO et al., 2007). Alguns destes testes são utilizados, 
inicialmente, na triagem dos micro-organismos sensíveis (BONA et al., 2014). 

Neste aspecto, a metodologia usada nesta etapa inicial é o que chamamos de 
métodos de difusão em ágar, fundamentado em um método físico quantitativo onde 
existe uma relação entre o halo de inibição e a quantidade de substância aplicada. As 
técnicas comumente utilizadas neste tipo de metodologia são aplicação em disco, 
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perfuração em ágar, cilindros de aço inoxidável (OSTROSKY et al., 2008) e diluição 
em ágar (NASCIMENTO et al., 2007). Estas aplicações diferem quanto ao modo de 
inoculação da substância no meio sólido de cultura, podendo ser em discos de papel, 
em poços feitos no meio, cilindros de aço ou até mesmo misturados ao meio antes da 
solidificação do mesmo, respectivamente. 

Além dos métodos quantitativos de triagem, ensaios qualitativos também são 
utilizados na determinação da atividade antimicrobiana como pode ser observado nos 
ensaios bioautográficos, sendo baseado na determinação por Cromatografia de 
Camada Delgada (CCD) e posterior inoculação das substâncias encontradas na 
mesma (SILVEIRA et al., 2009). 

Após a triagem, os micro-organismos sensíveis nos testes iniciais são 
submetidos a ensaios para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
e Concentração Bactericida Mínima (CBM). Os métodos usuais nesta etapa são de 
Macrodiluição e Microdiluição, sendo este último mais utilizado, pois necessita de um 
menor quantitativo de substratos apresentando menor custo e manuseio mais simples 
na determinação das concentrações (OSTROSKY et al., 2008; BONA et al., 2014). 

Apesar da [utilização destes testes na determinação da atividade 
antimicrobiana, ainda não existe uma padronização na realização destes métodos o 
que, de certa forma, limita as pesquisas nesta área, impossibilitando em alguns casos 
a comparação dos resultados com o que é descrito na literatura (BONA et al., 2014). 
Isto pode estar relacionado com um grande número de fatores interferentes nestes 
métodos como, por exemplo, os meios de cultura utilizados; pH do sistema; 
disponibilidade de oxigênio no meio; inóculo e as condições de cultivo (OSTROSKY 
et al., 2008). 

Diante da problemática abordada, outra linha de pesquisa para busca de novas 
substâncias, ou até mesmo de melhoria dos resultados das substâncias já disponíveis 
no mercado ou com resultados já evidenciados, tem sido os estudos que envolvem a 
mistura de mais de um composto com atividade antimicrobiana, seja potente ou não, 
para verificar a possibilidade de sinergismo entre eles, destacando-se as pesquisas 
com que utilizam bactérias resistentes (NASCIMENTO et al., 2000). 

Zago et al., (2009) realizaram um estudo para verificar possíveis interações 
entre extratos de plantas medicinais e drogas sintéticas antimicrobianas diante de 
isolados clínicos de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, o qual obteve 
resultados satisfatórios, em que, por exemplo, o óleo extraído da capim-cidreira 
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(Cymbopogon citratus) que não mostrou efeito antimicrobiano tão eficiente, ao ser 
submetido ao teste de sinergismo apresentou índice de 100% interação com as oito 
drogas avaliadas frente a S. aureus. Neste mesmo estudo feito com seis espécies 
vegetais com indicação medicinal, oito antimicrobianos disponíveis no mercado e doze 
linhagens para cada bactéria em questão, não foi encontrado nenhum resultado de 


antagonismo. 


5. TÉCNICAS ALTERNATIVAS NA BUSCA POR MODIFICADORES DE 
RESISTÊNCIA MICROBIANA 

Para conseguir combater a resistência microbiana, estão sendo utilizadas 
combinações múltiplas de drogas. Essas combinações vêm sendo utilizadas também 
entre produtos naturais, antibióticos e substâncias isoladas com o objetivo de alterar 
a ação dos antibióticos, seja revertendo a resistência ou aumentando a atividade 
destas drogas consagradas (COUTINHO et al., 2008). 

Modificadores da atividade antibiótica é, justamente, o termo usado para estas 
substâncias que modulam ou mesmo revertem a resistência bacteriana a certos 
antibióticos, como é o caso de vários produtos naturais de origem vegetal (extratos e 
fitoconstituintes) que alteram a susceptibilidade microbiana a antibióticos por inibição 
de bombas de efluxo, por exemplo (GIBBONS, 2004). 

Este aumento crescente de micro-organismos resistentes a drogas 
antimicrobianas convencionais vem desafiando a ciência e causando sérios riscos à 
saúde pública em todo o mundo. As dificuldades para se produzirem novas drogas 
eficazes no combate microbiano, usando a metodologia tradicional de triagens a partir 
de fungos e bactérias, tornam os produtos finais cada vez mais escassos e caros 
(FERRONATO et al., 2007). Os vegetais mostram-se excelentes fontes de novas 
drogas antimicrobianas, devido a diversidade molecular muito superior àquela 
derivada de produtos sintéticos (NOVAIS et al., 2003). 

Estas propriedades medicinais, principalmente a ação antimicrobiana, para 
derivados vegetais e a possibilidade de sinergismos com drogas antimicrobianas 
convencionais, são estudos que, realmente, têm se tornado mais frequentes (BETONI 
et al., 2006), sendo que a interação sinérgica para associações de antibióticos com 
extratos de plantas medicinais sobre linhagens microbianas resistentes pode ser uma 
nova estratégia para tratamento de infecções, possibilitando o uso de drogas 


antimicrobianas quando, de forma isolada, não apresentar eficácia sobre 
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determinadas linhagens bacterianas (KUMAR et al., 2009). Estudos de combinação 
com produtos naturais de plantas e drogas sintéticas são limitados a poucos relatos, 
porém os resultados apresentados são, muitas vezes, positivos. 

Alguns parâmetros e conceitos são determinados para melhor avaliar esta 
modulação dos agentes antimicrobianos: o efeito sinérgico é uma interação positiva, 
no qual o efeito combinado dos antimicrobianos é significativamente maior que seus 
efeitos independentes quando utilizados de forma separada; já o efeito antagônico é 
oposto ao sinérgico, pois trata-se de uma interação negativa, no qual o efeito 
combinado dos fármacos a serem examinados é significativamente menor que os seus 
efeitos independentes quando testados separadamente e quando não há interação 
significativa entre os antimicrobianos testados, este efeito deve ser descrito como 
indiferente (LORIAN, 2005). 

Para interpretação destes parâmetros de combinação dos antimicrobianos é 
feito um cálculo e determinado o Índice de Concentração Inibitória Fracionaria (ICIF), 
mas apesar da fórmula ser um consenso, os parâmetros para análise desta interação 
é que não são padronizados na literatura, tanto em relação aos efeitos que podem ser 
sinérgico, parcialmente sinérgico, aditivo, indiferente ou antagônico, quanto aos 
valores de referência para interpretar o ICIF (WHITE et al., 1996; OSBURNE et aí., 
2006; SARAIVA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016). Abaixo exemplifica-se a fórmula 


e parâmetros de comparação da interação dos antimicrobianos: 


ICIF = CIFa + ClFs 
CIFa= CIMA na combinação/ CIMA sozinho 


ClFe= ClMe na combinação/ ClMe sozinho 


O ICIF menor ou igual a 0,5 corresponde a um efeito sinérgico; ICIF entre 0,5 
e 0,75 corresponde a um efeito parcialmente sinérgico; enquanto um ICIF entre 0,75 
- 4,0, corresponde al indiferença e um ICIF maior que 4,0 corresponde a antagonismo 
(HALL; MIDDLETON; WESTMACOTT, 1983). 

5.1 MÉTODO EPSILOMÉTRICO (E-TEST) 

Este método foi proposto por White et al. (1996), e é considerado o mais novo 
método para avaliar combinação sinérgica de antimicrobianos. De fácil execução, a 
técnica é semelhante ao teste de susceptibilidade de difusão em agar por disco, 
utilizando o mesmo padrão de inóculo e placas de Mueller-Hinton (MH) (CLSI, 2015), 
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mas o diferencial é a forma de apresentação do agente antimicrobiano. O método 
consiste em sobrepor, de forma entrecruzada, fitas plásticas (E-test) impregnadas 
com uma concentração gradiente de antimicrobiano, na superfície de uma placa de 
agar MH, previamente inoculada com a bactéria testada, sendo incubada durante 18h. 
O entrecruzamento das fitas se realiza especificamente considerando a Concentração 
Inibitória Mínima (CIM) (Figura 2). A leitura da CIM é feita na interseção da zona de 
inibição de cada fita, porém, o efeito sinérgico é interpretado pela observação da 
queda da CIM de ambos antibióticos na zona da interseção de ambas fitas (WHITE et 
al. 1996; BONAPACE et a/., 2000). 

A leitura do teste é analisada pela interpretação e seguindo a mesma lógica de 
cálculo do Índice de Concentração Inibitória Fracionaria (ICIF), sendo necessário 
calcular o CIFa, depois o ClFs para encontrar o ICIF. Os parâmetros de interpretação 
seguem a mesma falta de padronização para todos os métodos descritos na literatura 
que se baseiam nesta fórmula de ICIF. 


Figura 2 - (A) Representação esquemática do teste epsilométrico (E-test) entre duas substâncias 
antimicrobianas. (B) Ilustração do teste epsilométrica (E-test) após a determinação de sinergismo 
entre duas drogas antimicrobianas. 
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Fonte: White et al. (1996) (A) e Sierra R., Guevara e Guevara-Patino (2011) (B) 


5.2 MÉTODO DE CHECKERBOARD 

O método Checkerboardé a técnica mais utilizada para avaliar combinações 
antimicrobianas in vitro (RAND et al., 1993; LORIAN, 2005; PETERSEN et al., 2006). 
Isso se deve principalmente ao fato de possuir uma fácil interpretação, cujo cálculo e 
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resultados são simples, requerendo materiais disponíveis em qualquer laboratório de 
microbiologia (LORIAN, 2005). 

O termo checkerboard se refere ao padrão de diluição dos antimicrobianos 
distribuídos na placa de microtitulação, como se fosse um tabuleiro de xadrez. Na 
vertical, cada poço contém uma diferente concentração diluída do antibiótico de forma 
decrescente (poços identificados da A — H) (Figura 3). Já na horizontal, um segundo 
antimicrobiano se adiciona a cada poço da microplaca, da esquerda para a direita de 
forma crescente (LORIAN, 2005). Cada poço possui concentrações diferentes de cada 
um dos dois antimicrobianos testados em um mesmo volume final (DOUGHERTY; 
YOTTER; MATTHEWS,1977; LORIAN, 2005). As vantagens deste método é a 
possibilidade de testar várias combinações de diferentes concentrações das drogas 
para uma mesma amostra, além de utilizar pequenas quantidades (volume) de cada 
droga testada. Uma das limitações do método é a possibilidade de determinar apenas 
a atividade inibitória e não a atividade bactericida da combinação (LORIAN, 2005). 


Figura 3 - Esquema de como se apresenta a placa de microtitulação no método checkerboard. 
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Fonte: CORREA, 2018. 


5.3 MÉTODO TEMPO-MORTE (TIME-KILL) 
O modelo Time-kill, é um dos métodos mais apropriado para determinar o efeito 
bactericida ou fungicida sendo também uma boa ferramenta para obter informações 


sobre a interação dinâmica entre o agente antimicrobiano e a tensão do micro- 
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organismo, sendo também chamado de Curva tempo-morte, este protocolo busca 
revelar o efeito antimicrobiano dependente do tempo ou dependente da concentração 
(PFALLER; SHEEHAN; REX, 2004). 

Para as bactérias, este teste foi bem padronizado e descrito no documento 
M26-A do CLSI (1999). É realizado em meio de cultura de caldo usando três tubos 
contendo uma suspensão bacteriana de 5 x 10º CFU/mL. O primeiro e o segundo 
tubos contêm a molécula ou o extrato testado geralmente em concentrações finais de 
0,25 x MIC e 1 xMIC, e o terceiro é considerado como o controle de crescimento. A 
incubação é feita em condições adequadas para intervalos de tempo variados (0, 4, 
6, 8, 10, 12 e 24 h). Em seguida, a porcentagem de células mortas é calculada em 
relação ao controle de crescimento, determinando o número de células vivas 
(CFU/mL) de cada tubo usando o método de contagem de placa de ágar. Geralmente, 
o efeito bactericida é obtido com uma porcentagem de letalidade de 90 % durante 6 
h, o que equivale a 99,9% de letalidade durante 24 h (KONATE et al., 2012). 

Time-kill, igualmente ao Checkerboard, é um método utilizado para avaliar 
combinações antimicrobianas in vitro e os dois modelos são costumeiramente 
comparados quanto aos seus potenciais de avaliação da modulação antimicrobiana 
(RAND et al., 1993; LORIAN, 2005; PETERSEN et al., 2006). 

As vantagens desta técnica é o fornecimento de dados sobre a atividade 
bactericida da associação de antimicrobianos e também proporciona uma imagem 
dinâmica da ação antimicrobiana e o tempo de interação (com base na contagem de 
colônias) (LORIAN, 2005). O time-kill é um método trabalhoso e demorado, mas, os 
resultados são úteis para orientar a terapia. É essencial que as concentrações dos 
antimicrobianos testados sejam escolhidas com cuidado para que representem as 
concentrações teciduais necessárias para combater o micro-organismo no sítio de 
infecção. (WHITE et al., 1996; LORIAN, 2005). 


6. REVERSÃO DE RESISTÊNCIA BACTERIANA E O PAPEL DOS EXTRATOS 
VEGETAIS 

Os metabólitos secundários são estruturas complexas, de baixo peso molecular 
e se encontram em baixas quantidades, variando sua concentração nos diversos 
grupos de plantas. Sabe-se que alguns metabólitos secundários são produzidos a 
partir de estímulos externos, como para reagir a algum tipo de infecção com micro- 


organismos. Esta indução pode acontecer a nível local e deve ser refletida de forma 
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sistêmica através de sinais endógenos. Um exemplo seria a produção de fitoalexinas 
consideradas compostos antimicrobianos, não sendo encontradas numa planta 
saudável. Vale salientar que cada espécie produz um conjunto específico de 
fitoalexinas, que compreendem muitos tipos diferentes de compostos, incluindo 
sesquiterpenes, triterpenos, isoflavonas, antraquinonas, cumarinas 
(VERPOORTE, 1998). 

Agentes antimicrobianos isolados de plantas podem agir como reguladores do 
metabolismo intermediário, ativando ou bloqueando reações enzimáticas, afetando 
diretamente uma síntese enzimática seja em nível nuclear ou ribossomo, ou até 
mesmo modificando estruturas de membranas (SINGH; SHUKLA, 1984). 

Os Principais grupos de metabólitos secundários com propriedades 
antimicrobianas, extraídos de plantas abrangem: lectinas e polipeptídios (TERRAS et 
al, 1993; ZHANG; LEWIS, 1997), terpenóides e óleos essenciais (TORSSEL, 1983); 
alcaloides (FESSENDEN; FESSENDEN, 1982); cumarinas (SOUZA, 2005). 
Substâncias fenólicas e polifenóis: fenóis simples, quinonas, ácidos fenólicos (MAIYO 
et al, 2010); flavonoides, flavonas, flavonóis (FESSENDEN; FESSENDEN, 1982) e 
taninos (SCALBERT, 1991). Saponinas também tem atividade antimicrobiana 
importante (VERDI, 2005). 

Os metabólitos secundários da planta podem ser excelentes fontes em uma 
terapia combinada. A busca pelo sinergismo de produtos naturais e agentes 
antimicrobianos é uma área promissora para a pesquisa com substâncias 
fitomedicinais, desenvolvendo novas perspectivas uma vez que fitocompostos podem 
atuar como modificadores da atividade antibiótica e este é um termo usado para 
substâncias que modulam ou mesmo revertem a resistência bacteriana a certos 
antimicrobianos, podendo alterar a susceptibilidade microbiana a estas drogas 
(COSTA et al., 2008). 

Pesquisas para estudo do efeito sinérgico são extremamente relevantes, pois 
a combinação entre dois ou mais compostos é importante pelas seguintes razões: (1) 
para prevenir ou reprimir o surgimento de cepas resistentes, (2) para diminuir a dose- 
toxicidade relacionada, (3) para atingir o amplo espectro de atividade (MURO!I; 
KUBO, 1994). 

Maciel et al., (2002) discorrem sobre inúmeros constituintes das plantas e seus 
extratos que podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes princípios ativos 
devido à presença de compostos com classes ou estruturas diferentes contribuindo 
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para a mesma atividade. Existem alguns estudos na literatura que têm investigado as 
interações entre antibióticos e extratos de planta frente Staphylococcus aureus 
multidroga resistente (GIBBONS, 2004; BETONI et al., 2006; ADWAN; ABU-SHANAB; 
ADWAN, 2008; PESEWU; CUTLER; HUMBER, 2008). 

Com o aumento da prevalência de S. aureus multirresistente, testes para 
avaliação sinérgica, utilizando várias combinações de fitoquímicos com agentes 
antimicrobianos pode ser uma ferramenta poderosa para ajudar a seleção da terapia 
antimicrobiana adequada (JAYARAMAN et al., 2010). Vários fitofármacos atuam como 
inibidores dos mecanismos de resistência bacteriana temos como exemplo flavonas 
glicosiladas que suprimem a atividade da Topoisomerase IV (BERNARD et al., 1997), 
miricetina inibindo DNA helicase (GRIEP et al., 2007), alicina inibindo a síntese de 
RNA (FELDBERG et al. 1988). Corilagina, um polifenol isolado lactâmicos contra 
MRSA e de acordo com Shimizu et al. (2001), existem duas possibilidades quanto ao 
mecanismo de ação da corilagina, inibindo a atividade da proteína de ligação a 
penicilina (PBP2a), ou inibindo sua produção. 

Compostos lipofílicos interferem na estrutura da membrana microbiana. 
Embora ainda não seja completamente conhecido, devido à complexidade molecular 
desse grupo de metabólitos, pesquisas sobre efeito dos terpenos nas membranas 
bacterianas isoladas sugerem sua atividade em virtude de suas propriedades 
lipofílicas. Alguns trabalhos sugerem mecanismo de ação antimicrobiano de óleos 
extraídos de espécies vegetais estão relacionadas a danos no envoltório celular 
microbiano com perda de material intracelular e inibição de síntese de 
macromoléculas (DORMAN; DEANS, 2000). 

Alguns estudos revelam monoterpenos que apresentam efeitos promovendo 
leão à membrana celular bacteriana (GIBBONS, 2004). Alguns mecanismos de ação 
antimicrobianos atribuídos aos terpenos correspondem ao bloqueio de síntese de 
membrana, perda de materiais celulares e íons, inibição da respiração celular e 
interrupção do crescimento bacteriano (TOSCAN, 2010; SILVA et al, 2008). 

Sinergismo entre antimicrobiano da classe dos betalactâmicos e polifenóis 
podem ser observados nos resultados de várias pesquisas. Em polifenóis como galato 
de epigalocatquina (EGC9), composto encontrado no chá verde, observou-se efeito 
sinérgico com antimicrobianos betalactâmicos onde ambos teriam, afinidade pelo 
mesmo sítio de ação, a camada de peptidoglicano da parede celular bacteriana. A 
EGCg também já apresentou capacidade de inibir penicilinases produzidas por S. 
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aureus (SHIMIZU et al., 2001). 

Os flavonoides compõem uma classe de substâncias de origem natural com 
extensa diversidade estrutural, cuja síntese não ocorre na espécie humana 
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). Já foram identificadas mais de nove mil substâncias 
pertencentes a este grupo (MARTENS; MITHÓFER, 2005) e pesquisas já foram 
capazes de mostrar como atividade dos flavonoides a inibição na síntese de ácidos 
nucleicos, danos na membrana plasmática, inibição na produção de energia, redução 
na capacidade de adesão celularformação de biofilmes e mudanças na 
permeabilidade celular (FARHADI et al., 2019; MOHAMED et al., 2020). Tais 
componentes vegetais podem agir conjuntamente com antibióticos comerciais, 
permitindo inclusive sua entrada na célula bacteriana, aumentando a concentração 
interna celular do antibiótico e causando sinergismo na ação, especialmente em 
cepas MDR. 

Os taninos são substâncias capazes de precipitar proteínas. Testes in vitro 
realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros têm identificado 
diversas atividades biológicas, dentre elas as ações bactericida e fungicida, as quais 
podem estar relacionadas a sua capacidade de ligação com proteínas e adesinas, 
complexação com substâncias da parede celular bacteriana e fons metálicos e ruptura 
de membrana plasmática (ROBBERS et al., 1997, COWAN, 1999). Diversas bactérias 
são sensíveis aos taninos, como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, 
Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae e, em concentrações mínimas (500,0 ug/mL), 
o fungo Fomes annosus teve seu crescimento inibido (CASTRO et al., 1999). 

Combinações de antibióticos com extratos derivados de compostos ricos em 
taninos podem facilitar a atuação do antimicrobiano, aumentando a permeabilidade da 
parede e membrana celular bacteriana a este agente, bem como também atuar como 
agente antimicrobiano, atuando sinergicamente. O uso de plantas e seus derivados, 
como agente antimicrobiano pode ser uma opção considerável, tendo em vista a baixa 
possibilidade de resistência uma vez que estas substâncias são misturas complexas, 
tornando mais difícil a adaptabilidade microbiana (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 
2008). 


7. CONCLUSÃO / PERSPECTIVAS 
A indústria farmacêutica tem incentivado pesquisas visando o desenvolvimento 


de novos antimicrobianos. Até os anos 2000, as pesquisas nesta área eram realizadas 
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utilizando-se da genômica em detrimento das advindas de produtos naturais, isto 
resultou em uma queda na descoberta de novos antibióticos aliado ao aumento da 
resistência bacteriana. Após este período, houve uma retomada, por parte da 
indústria, na busca de novos antimicrobianos utilizando como ferramenta produtos de 
origem natural. 

Com o aumento frequente dos casos de microrganismos multirresistentes no 
mundo e antibióticos que eram ativos, mas que agora perderam seu efeito, coube aos 
cientistas mudarem o foco e utilizar combinações múltiplas de drogas para tentar 
diminuir ou cessar essa resistência. Produtos naturais, antibióticos e substâncias 
isoladas são exemplos de drogas utilizadas nestas combinações com o objetivo de 
alterar a ação dos antibióticos, seja revertendo a resistência ou aumentando a 
atividade destas drogas consagradas. 

Ademais, estudos epidemiológicos, em hospitais ou comunidades, que revelem 
os principais perfis de resistências das cepas bacterianas patogênicas mais 
circulantes na população, precisam ser encorajados. Neste sentido, a vigilância 
epidemiológica deve ser constante e os estudos para novas abordagens terapêuticas, 
isoladas ou em combinação com extratos vegetais, devem seguir o ritmo num esforço 


sincrônico, nesta luta entre o mundo microbiano e a saúde humana. 
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RESUMO: A proteção de cultivares alimentares contra ataques por insetos pragas é 
uma grande preocupação para os produtores agrícolas e a indústria de alimentos, pois 
a população cresce exponencialmente e, junto a ela, aumenta a demanda por 
alimentos. Além disso, diversas espécies de insetos atuam como vetores de doenças, 
trazendo grandes prejuízos à saúde pública. Assim, aumenta também o uso de 
inseticidas que, aplicados sem um planejamento adequado, pode resultar em diversos 
problemas, incluindo: morte de insetos polinizadores e das espécies que controla os 
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vetores e insetos-praga naturalmente, seleção e multiplicação de indivíduos 
resistentes, contaminação residual em alimentos, e diferentes formas de poluição 
ambiental. Por isso, estudos envolvendo a produção de inseticidas biológicos têm sido 
desenvolvidos, considerando a necessidade de se obter novos compostos para 
controle de insetos vetores de doenças e pragas agrícolas que não causem ou 
minimizem esses problemas. As actinobactérias são uma boa alternativa para o 
manejo de pragas e vetores, pois representam uma alta proporção da biomassa 
microbiana do solo e têm a capacidade de produzir ampla variedade de metabólitos 
secundários. Várias cepas de actinobactérias têm sido reconhecidas como produtoras 
de metabólitos bioativos valiosos como antibacterianos, antifúngicos, antibióticos, 
antiparasitários, inseticidas e herbicidas. Desse modo, esse trabalho aborda 
importantes aspectos relacionados as actinobactérias e sua aplicação no controle 
insetos praga e também contra insetos vetores de doenças. 


PALAVRAS-CHAVE: Actinobactérias. Inseticida. Insetos vetores. 


ABSTRACT: The protection of food cultivars against attacks by insect pests is a major 
concern for agricultural producers and the food industry, as the population grows 
exponentially and, together with it, the demand for food increases. In addition, several 
species of insects act as vectors of diseases, causing great damage to public health. 
Thus, the use of insecticides also increases, which, applied without proper planning, 
can result in several problems, including: death of pollinating insects and of the species 
that control vectors and insect pests naturally, selection and multiplication of resistant 
individuals, residual contamination in food, and different forms of environmental 
pollution. Therefore, studies involving the production of biological insecticides have 
been developed, considering the need to obtain new compounds to control insect 
vectors of agricultural diseases and pests that do not cause or minimize these 
problems. Actinobacteria are a good alternative for pest and vector management, as 
they represent a high proportion of the soil's microbial biomass and have the ability to 
produce a wide variety of secondary metabolites. Several strains of actinobacteria 
have been recognized as producers of valuable bioactive metabolites such as 
antibacterials, antifungals, antibiotics, antiparasitic, insecticides and herbicides. Thus, 
this work addresses important aspects related to actinobacteria and their application 
in the control of insect pests and also against insect vectors of diseases. 


KEYWORDS: Actinobacteria. Insecticide. Insect vectors. 
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1. INTRODUÇÃO 

O crescimento populacional avança em escala exponencial e, junto a ele, 
aumenta a demanda por alimentos, o que tem ocasionado o uso exacerbado de 
inseticidas para proteger as culturas de importância econômica contra os insetos 
praga e, consequentemente, aumentar a produtividade (ABROL; SHANKAR, 2014, 
FISHEL, 2014). Além disso, o avanço das áreas urbanas causa desequilíbrio no 
ambiente natural de insetos, levando-os a ocupar as cidades e edificações e, 
consequentemente, causar danos a elas (LELIS, 2001), o que leva à utilização 
exacerbada de inseticidas também nos espaços urbanos. 

A utilização de inseticidas sem um manejo adequado pode resultar em 
inúmeros problemas que incluem: morte de insetos polinizadores e outras espécies 
não alvo, eliminação de inimigos naturais dos insetos-praga (que os controla 
naturalmente), seleção e multiplicação de indivíduos resistentes, contaminação 
residual em alimentos, além da poluição do solo e dos mananciais (FISHEL, 2014). 
Assim, estudos que envolvam novas fontes de compostos naturais com ação 
inseticida são importantes, com o objetivo de se manter a produtividade agrícola 
mitigando os danos à saúde a ao meio ambiente (CAMAROTTI et al., 2017). 

O uso de bactérias com propriedades antimicrobianas tornou-se uma das 
opções mais atraentes para aumentar a sustentabilidade da produção agrícola devido, 
principalmente, ao baixo custo de produção e uso reduzido de recursos não 
renováveis. Entre eles, as actinobactérias são a boa alternativa para o manejo de 
pragas, pois representam uma alta proporção da biomassa microbiana do solo e têm 
a capacidade de produzir ampla variedade de metabólitos secundários. Várias cepas 
de actinobactérias têm sido reconhecidas como produtoras de metabólitos bioativos 
valiosos como antibacterianos, antifúngicos, antibióticos, antiparasitários, inseticidas 
e herbicidas (ANWAR et al., 2014; SHAMA, 2014; RODRIGUES et al., 2018). 

Desse modo, essa revisão aborda aspectos relevantes sobre as actinobactérias 


e sua aplicação no controle de insetos vetores de doenças e insetos praga. 


2. ACTINOBACTÉRIAS: CARACTERES GERAIS 

As actinobactérias, também denominadas actinomicetos, representam um 
grupo de bactérias gram-positivas com alta quantidade de ligações G+C em seu DNA, 
sendo classificadas no filo Actinobacteria e ordem Actinomicetales, constituindo um 
dos maiores filos entre os grupos de bactérias. Este filo é composto por bactérias 
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filamentosas Gram positivas dividido em 6 classes, 25 ordens, 52 famílias e 232 
gêneros, representando o maior grupo conhecido de bactérias (ALVAREZ et al., 2017; 
SATHYA et al., 2017). 

Possuem uma ampla variedade morfológica, apresentando desde formas 
cocóides até espécies formadoras de hifas, além do amplo espectro fisiológico e 
metabólico (PRASHITH KEKUDA et a/., 2010; RAO etal., 2013; GAO-YlI et al., 2017). 
Podem ser encontradas nos mais diversos ecossistemas, como solo e água do mar, 
além de pele, trato pulmonar e trato gastrintestinal de humanos (GARG, 2013). Na 
natureza, a biodegradação realizada pelas actinobactérias é muito importante, sendo 
parte integrante dos processos de reciclagem de matéria orgânica (ALVAREZ et al., 
2017; SHAMA, 2014). 

As actinobactérias possuem uma forma de crescimento radial ou semelhante a 
estrela (do grego actino=raio), que ocorre por conta de seus filamentos ramificados. 
Em superfície, a morfologia se assemelha a dos fungos filamentosos, porém, seus 
filamentos têm um diâmetro bem pequeno, quando comparado ao dos fungos. 
Apresentam crescimento vegetativo na forma de micélio com hifas ramificadas com 1 
um de diâmetro, geralmente formam colônias pequenas e bem aderidas ao substrato 
(RAO et al. 2013; TORTORA, 2012). 

Algumas actinobactérias se assemelham mais aos fungos por formarem 
esporos assexuados de disseminação, os quais podem ser encontrados na parte 
aérea do micélio ou nas hifas encontradas no substrato, ou em ambos locais, sendo 
eles são carregados 18 externamente e utilizados para a reprodução (ALVAREZ et 
al., 2017; RAO et al., 2013; TORTORA, 2012). 

Os esporos contribuem para a preservação das espécies, pois normalmente 
podem sobreviver em um estado inativo por um longo tempo. Não são resistentes à 
altas temperaturas, mas resistem à dessecação, ajudando as espécies a 
sobreviverem em períodos de estiagem (RODRIGUES et al., 2018). 

Embora a maior ocorrência das actinobactérias seja no solo (com destaque 
para o gênero Streptomyces) os gêneros que compões este grupo possuem 
ocorrência em diferentes habitats, como no trato gastrointestinal de animais 
(Bifidobacterium spp.); 19 realizando comensalismo com plantas (Leifsonia spp.); 
atuando como fixadores de nitrogênio simbiontes (Frankia spp.). Algumas espécies 
são conhecidas por serem patogênicas contra animais, plantas e humanos, com 


destaque para Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Nocardia 
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asteroides, Tropheryma whipplei, Corynebacterium diphtheriae e Propionibacterium 
acnes, os agentes causadores da tuberculose, hanseníase, nocardiose (infecção 
pulmonar grave em pacientes imunodeficientes), doença de Whipplei, difteria e acne, 
respectivamente (LETEK et al., 2012). 

A quantidade e as espécies de actinobactérias presentes em um determinado 
solo são influenciadas por fatores físicos, químicos e biológicos do mesmo, como 
localização geográfica, temperatura do solo, tipo de solo, pH do solo, teor de matéria 
orgânica, tipo de cultivo, aeração e umidade. As actinobactérias fazem parte de um 
importante segmento da microbiota da maioria dos ambientes naturais, podendo ser 
encontradas abundantemente no solo, reservatórios de água doce, esterco, etc. Elas 
são de ocorrência 20 universal na natureza, vivendo e multiplicando-se tanto em zonas 
frias como tropicais, e existem relatos de sua ocorrência mesmo sob as condições 
mais extremas do deserto (AMSAVENI, et al., 2015; CAVALCANTI et al., 2017; LIMA 
et al., 2017; PRASHD KEKUDA et al., 2010; PREVIATI et al., 2012). 


3. POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO DE ACTINOBACTÉRIAS 

O filo Actinobactéria se caracteriza pela heterogeneidade funcional e potencial 
bioctecnológico das espécies que fazem parte dele (MANIMARAN et al., 2017). Em 
1943, o primeiro produto terapêutico produzido a partir de actinobactérias, a 
estreptomicina, foi descoberta por Albert Schatz, Elizabeth Bugie e Selman Waksman 
e rapidamente foi disponibilizada para tratar a tuberculose (SCHATZ et al., 1944). 

Atualmente, estudos demonstram que metabólitos secundários oriundos destes 
micro-organismos apresentam importantes atividades biológicas principalmente 
relacionadas a efeitos benéficos à saúde humana, o que têm chamado bastante 
atenção da comunidade científica (LI et al., 2015). Além disso, a ampla diversidade 
metabólica tem elevado a importância das actinobactérias como um grupo 
predominante na microbiota do solo e, portanto, grande colaborador no seu equilíbrio 
biológico (ALVAREZ et al., 2017; BHATTI et al., 2017). 

A biossíntese de metabólitos secundários à partir de actinobactérias, com o 
auxílio da engenharia genética e da biotecnologia industrial, oferece uma vantagem 
significativa sobre os métodos convencionais de produção, pois produtos originados 
a partir de fontes microbianas podem ser obtidos em curto prazo e em qualquer época 
do ano, não estando sujeita às condições ambientais como clima, estação do ano ou 


composição do solo; podem ser produzidos em larga escala, necessitando de espaços 
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relativamente pequenos; além da possibilidade de controle das condições de cultivo e 
da utilização de substratos de baixo custo para a bioprodução (JANARDHAN et aí., 
2014; Ll etal., 2015). 

As actinobactérias são os procariontes de maior valor econômico e 
biotecnológico, sendo responsáveis pela produção de cerca de metade dos 
metabólitos secundários já descritos. Contribuem com cerca 70 % dos antibióticos 
descritos e vários outros metabólitos bioativos não-antibióticos tais como enzimas e 
inibidores enzimicos (BEHIE et al., 2017; PRASHITH KEKUDA et al., 2010; 
RODRIGUES et al., 2018; SER et al., 2015; SUNDARAMOORTHI et al., 2011). São 
as responsáveis pela produção de aproximadamente 10.000 compostos de 
importância clínica já descritos, sendo consideradas as principais fontes de 
antibióticos, dos quais cerca de 40 % dos utilizados 21 atualmente no mercado são 
delas derivados (ATTIMARAD et al., 2012; GAO-YI et al., 2017; SER et al., 2015; 
WEBER et al., 2015). 

A abordagem tradicional para a descoberta de moléculas a partir de fontes 
microbianas, como as actinobactérias, geralmente envolveu o cultivo de 
microrganismos sob diferentes condições de crescimento, a extração dos metabólitos 
e a análise dos extratos obtidos para a bioatividade (HASSAN et al., 2017; RAMBABU 
et al., 2015;). 

Inúmeros compostos bioativos de actinobactérias têm sido isolados e 
caracterizados, incluindo 'aminoglicosídeos,  antraciclinas, 'glicopeptídeos, 
betalactâmicos, macrolídeos, nucleosídeos, peptídeos, polienos, poliéster, 
policetídeos, actomicinas e tetraciclinas (ALVAREZ et al., 2017; JANARDHAN et al., 
2014; RAMBABU et al., 2015; PRASHITH KEKUDA et al., 2010; SUBRAMANI; 
AALBERSBERG, 2012). A maior parte desses compostos são metabólitos 
secundários extracelulares, obtidos a partir de processos fermentativos, e apresentam 
um amplo espectro de atividades biológicas que trazem inúmeros benefícios à saúde 
humana e ao meio ambiente, incluindo antibacteriana, antifúngica, antiviral, 
antiparasitária, inseticida, antioxidante, antitumoral, imunossupressora, anti- 
inflamatória, inibidora enzimática, dentre outras (JANARDHAN et al., 2014; KARTHIK 
et al., 2013; MANIVASAGAN et al., 2014; PRASHITH KEKUDA et a/., 2010). Muitos 
antibióticos conhecidos, como a tetraciclina, a eritromicina, à vancomicina e a 
estreptomicina originam-se do metabolismo secundário das actinobactérias. Além dos 


antibióticos, outros produtos naturais úteis já estão descritos na literatura como 
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isolados desse grupo de bactérias, incluindo o imunossupressor rapamicina, os 
agentes anticâncer doxorrubicina e bleomicina, além do composto antifúngico 
nistatina (LIMA et al., 2017). 

Actinobactérias têm sido citadas também como importantes produtoras de 
enzimas de interesse industrial, dentre elas: lignase, ribonuclease, celulase, quitinase, 
xilanase, amilase, lipases, colagenases, proteases, lignases, dentre outras 
(PRASHITH KEKUDA et al., 2010; SUBRAMANI, AALBERSBERG, 2012). Também 
tem sido relatado o potencial antioxidante destes micro-organismos (DONG-RYUNG 
et al., 2014; JANARDHAN et al., 2014; SOWNDHARARAJAN; KANG, 2013). 

Além disso, as actinobactérias têm sido apontadas como fontes promissoras de 
substâncias com atividade antioxidante, a partir de ensaios in vitro (MANIVASAGAN 
et al., 2015; MOURA et al., 2021). 

Por conta do potencial já descrito das actinobactérias, grandes esforços têm 
sido feitos para o isolamento de novas cepas de fontes terrestres em programas de 
seleção de novas drogas (ATTIMARAD et al., 2012; JANARDHAN et al., 2014). 
Recentemente, a taxa de descoberta de novos compostos oriundos de isolados 
terrestres tem caído, enquanto que a taxa de reisolamento de compostos conhecidos 
tem crescido. Desse modo, é interessante que novos grupos de actinobactérias de 
ambientes explorados ou inexplorados sejam pesquisados como fontes de novos 
metabólitos secundários bioativos (ATTIMARAD et al., 2012; HASSAN et al., 2017). 


4. ACTINOBACTÉRIAS E A ATIVIDADE INSETICIDA 

As actinobactérias têm sido relatadas na literatura como possuidoras de um 
papel significativo no controle biológico de insetos, através da produção de 
metabólitos secundários ativos. Spinosad é um produto inseticida da Dow 
AgroSciences (Indianapolis, Indiana, EUA), obtido a partir da fermentação da 
Saccharopolyspora spinosa Meriz e Yao (Bacteria: Actinobacteridae), uma 
actinobactéria de ocorrência natural no solo. O Spinosad apresentado alta atividade 
inseticida por contato ou ingestão contra diversos insetos-praga, pertencentes às 
ordens Lepidoptera, Diptera, Thysanoptera, Coleoptera, Orthoptera, Hymenoptera, 
dentre outros (MARK et al., 2011). 

Diversas actinobactérias têm sido descritas como produtoras de enzimas 
quitinolíticas, o que atesta que elas podem ser utilizadas na proteção de plantas contra 
parasitas e insetos praga. Há estudos envolvendo as espécies Arthrobacter, 
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Micromonospora e Streptomyces, que apresentaram um papel significativo na 
degradação da quitina e, consequentemente, possuem potencial para ação inseticida 
(GADELHAK et al., 2005; GOMES et al., 2018; SUBBANNA et al., 2018). 

Anwar et al., (2014) obtiveram resultados significativos para atividade inseticida 
de sobrenadantes obtidos a partir da fermentação de Streptomyces rochei, 
Streptomyces minutiscleroticus e Streptomyces phaeoluteigrisseus contra larvas e 
adultos do inseto praga T. castaneum. 

Rajesh et al., (2015) revelaram que os metabólitos secundários tetraciclina, 
avermictina, macrotetrolides e flavonoides oriundos de extratos orgânicos de acetato 
de 37 etila obtidos a partir do cultivo de actinobactérias foram tóxicos para insetos do 
gênero Culex, que é um vetor de doenças, como a filariose. 

Os actinobactérias desempenham um papel significativo no controle biológico 
de insetos praga através da produção de metabólitos secundários ativos e estão 
sendo testados. Esses metabólitos podem atuar isoladamente ou, o que é o mais 
comum, atuar com base em efeitos combinados (ANWAR et al., 2014; GADELHAK et 
al., 2005; GOMES, et al., 2018). 

Adicionalmente, alguns estudos demonstram que as actinobactérias do gênero 
Streptomyces podem ser uma importante ferramenta para o controle biológico de 
insetos, através da produção de substâncias com potencial pesticida (SHAMA, 2014). 
Takahashi et al., (1989) descreveram a altemicidina, composto produzido a partir do 
cultivo de Streptomyces sioyaensis no meio de cultura ISP-4, que apresenta atividade 
acaricida. Sarauv et al., (2013) e Thenmozhi et al., (2013) também evidenciaram 
propriedades acaricida contra Haemaphysalis bispinosa e Rhipicephalus microplus, 
respectivamente, de extratos butanólico, isopropanólico, clorofórmico, acetônico, 
hexânico, de acetato de etila e de éter de petróleo obtidos a partir de cultivo de 
Streptomyces isolados de ambiente marinho. Kekuda et al., (2010) relataram o 
potencial larvicida contra Aedes aegypti de extratos butanólicos obtidos da 
fermentação de actinobactérias do gênero Streptomyces isoladas do solo. 
Vijayabharathi et al. (2014) avaliaram o potencial pesticida de várias cepas de 
Streptomyces frente a Helicoverpa armigera e Spoptera litura, utilizando os 
metabólitos extracelulares obtidos a partir dos processos fermentativos das 
actinobactérias em estudo. 

No trabalho de Anwar et al. (2014) o filtrado da cultura (líquido metabólico), bem 
como extratos metanólicos de actinobactérias do gênero Streptomyces, apresentaram 
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potencial inseticida contra Tribolium castaneum, causando 100% da mortalidade do 
inseto. Marathe et al. (2016) isolaram e purificaram o inibidor de protease (PT) a partir 
do sobrenadante gerado nos processos fermentativos de Streptomyces spp., que 
causou alteração no ganho de peso e no desenvolvimento de larvas, pupas e 
indivíduos adultos de Helicoverpa armígera. 

Ababutain et al. (2012), revelaram que o antibiótico lincomicina, obtido a partir 
da extração com éter dimetílico do líquido metabólico de Streotomyces sp., além de 
exibir atividade contra os patógenos Bacillus cereus, Bacillus subtilis, S. aureus, 
Escherichia coli, Pseudomonas aerigunisa e Canddida albicans, também exibiu 
atividade contra o inseto vetor Culex pipiens. 


5. CONCLUSÃO 

Estudos envolvendo a produção de inseticidas biológicos têm sido 
desenvolvidos, considerando a necessidade de se obter novos compostos para 
controle de insetos vetores de doenças e pragas agrícolas que não provoquem os 
problemas que os aditivos químicos têm causado, como contaminação ambiental, 
depósito de resíduos nos alimentos, efeitos prejudiciais sobre populações de insetos 
benéficos, como os polinizadores, atrelado ao aumento da resistência dos insetos às 
substâncias disponíveis no mercado. Desse modo, tem crescido o interesse pelo 
controle de insetos por cepas de actinobactérias isoladas dos mais diversos 
ambientes, considerando a relevância de trabalhos como estes tanto para o 
desenvolvimento agrícola quanto para a saúde pública. Contudo, esse potencial ainda 
é pouco explorado, visto que há poucos estudos sobre a aplicação de actinobactérias 


no controle biológico de insetos. 
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RESUMO: Nos últimos anos os casos de resistência bacteriana vêm causando 
diversos problemas à saúde pública mundial, uma vez que tem se tornado cada vez 
mais frequentes, e proporcionando a gravidade de doenças. Neste capitulo foi 
abordado a utilização de extratos aquosos de pinhão roxo (Jatropha gossypiifolia) e 
pinhão bravo (Jatropha mollissima) como alternativa antimicrobiana frente a cepas de 
diferentes espécies de bactérias. Foi utilizada técnicas de microdiluição em placas 
para a realização das técnicas de Concentração Minima Inibitória e Concentração 
Minima Bactericida. Os extratos apresentaram potencial antibactericida frente as 
cepas de alguns microrganismos como S. Aureus em concentrações de 500 mg/mL e 
1000 mg/mL, sendo o extrato da espécie J. gossypiifolia apresentando melhores 
valores de inibição frente as cepas de E. Faecalis com concentração de 250 mg/mL. 
Foi notável que extratos vegetais podem ser utilizados para tratamento de infecções 
bacterianas, porém o desenvolvimento de pesquisas deve ser incentivado a fim de 
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que metodologias 
sustentáveis e eficazes sejam reproduzidas de forma a atender a demanda industrial. 


PALAVRAS CHAVES: Extratos Vegetais, fitoterápicos, pinhão roxo, pinhão bravo. 


ABSTRACT: In recent years, cases of bacterial resistance have caused several 
problems to public health worldwide, since it has become increasingly frequent, and 
providing the severity of diseases. In this chapter, the use of aqueous extracts of purple 
pine nuts (Jatropha gossypiifolia) and pine nuts (Jatropha mollissima) was discussed 
as an antimicrobial alternative against strains of different species of bacteria. Plate 
microdilution techniques were used to perform the techniques of Minimal Inhibitory 
Concentration and Minimal Bactericidal Concentration. The extracts showed 
antibacterial potential against the strains of some microorganisms such as S. Aureus 
in concentrations of 500 mg / mL and 1000 mg / mL, with the extract of the species J. 
gossypiifolia showing better inhibition values against E. Faecalis strains with 
concentration 250 mg / ml. It was notable that plant extracts can be used to treat 
bacterial infections, however the development of research must be encouraged so that 
sustainable and effective methodologies are reproduced in order to meet industrial 
demand. 


KEYWORDS: Plant extracts, herbal medicines, purple pinion, wild pinion. 
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1. INTRODUÇÃO 

As infecções relacionadas à assistência à saúde estão se tornando cada vez 
mais frequentes e a gravidade das doenças está associada ao grupo populacional 
afetado e a instituição encontrada (FRANCO et al., 2017). Os microrganismos 
resistentes à maioria dos antimicrobianos são conhecidos como multirresistentes. A 
multirresistência é muito preocupante porque as infecções por esses microrganismos 
podem resultar em óbitos além de serem transmitidas entre as pessoas (FÉLIX-SILVA 
et al., 2017). Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) apontam para a 
proliferação descontrolada das resistências microbianas aos antibióticos 
convencionais, que acabam perdendo sua eficácia clínica, complicando o tratamento 
de futuros doentes, aumentando o tempo de internação, elevando o custo do 
tratamento, repercutindo no uso de drogas alternativas menos eficientes, mais tóxicas 
e mais caras. 

O aumento da mortalidade e morbidade causadas por infecções por 
microrganismos resistentes a múltiplos antimicrobianos (MDR, do inglês multi- 
drugresistant) tem uma relação direta com a limitação do tratamento, devido à baixa 
disponibilidade de medicamentos eficazes (LIU et al., 2013). A resistência bacteriana 
vem afetando não só países subdesenvolvidos como também os desenvolvidos se 
tornando um problema de saúde mundial onde a utilização indiscriminada de 
medicamentos, interrupção de tratamento e falha terapêutica vem desenvolvendo 
formas de resistência que tornam o tratamento que antes seria de rápido, um 
verdadeiro problema causando custos gigantes para os cofres mundiais (FAIR, TOR 
et al., 2014) 

Embora a indústria farmacêutica tenha crescido bastante nas últimas décadas, 
produzindo novos e potentes antibióticos, se faz necessária a preocupação com o 
aumento da resistência dos microrganismos (MA et al., 2016). O desenvolvimento de 
resistência se dá quando o microrganismo consegue modificar a sua cadeia genética 
alterando sua estrutura para inativar o efeito do medicamento, e conseguindo 
transferir essas modificações para as gerações futuras, com a multiplicação dessas 
colônias a resistência se torna ainda mais rápida (DAVIES et al., 2010). 

As bactérias apresentam várias formas de se proteger contra a ação dos 
medicamentos. A produção de enzimas, proteínas e alterações na parede celular são 
alguns dos mecanismos desenvolvidos por esses microrganismos. Para que ocorra o 


efeito terapêutico é necessário que o medicamento possa penetrar a parede celular, 
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a membrana plasmática e que não haja interação enzimática, intra ou extracelular 
modificando o substrato medicamentoso (BORGERS et al., 1980; NAVARRE; 
SCHNEEWIND et al., 1999). Frequentemente as bactérias conseguem induzir a 
mutagenicidade, permitindo que seja introduzido um DNA estranho ao seu núcleo, ao 
se desenvolver essa introdução as bactérias conseguem tanto se multiplicar com o 
gene multado como passar esses genes para outras bactérias não necessariamente 
da mesma espécie. Em geral, as bactérias possuem capacidade de transmitir a 
resistência adquirida às drogas utilizadas como agentes terapêuticos, e isso 
caracteriza uma dificuldade no controle das infecções bacterianas (CREPALDI et al., 
2016). Dessa maneira, se fazem necessários estudos que levem à descoberta de 
novas formas de tratamento para suprir a ineficácia das que já existem, uma vez que 
o desenvolvimento de resistência se dá muito mais rápido que o desenvolvimento de 
novas drogas (OLIVEIRA et al., 2015). 

As bactérias com maior poder de mutação são as bactérias da espécie 
Staphylococcus aureus uma das bactérias com maior taxa de resistência no âmbito 
mundial, por ser comumente encontrada nas fossas nasais de indivíduos saudáveis 
(ARCHER et al., 2011). O tratamento muitas das vezes não é feito de forma correta 
ou até mesmo é automedicado e o paciente desencadeia uma cascata de resistência, 
uma fonte de medicamento para que a bactéria se adapte ou morra, biologicamente o 
metabolismo bacteriano vai desenvolver uma forma de sobreviver causando a 
resistência. Em 2014, a OMS lançou o primeiro relatório sobre resistência 
antimicrobiana, considerando essa como uma ameaça global. Também nesse mesmo 
ano o Instituto Latino Americano de Sepse realizou uma pesquisa em 229 Unidades 
de Terapia Intensiva (UTI) brasileiras e conclui que a sepse provocou uma mortalidade 
de 55 % dos pacientes internados, sendo que no país, a mortalidade por sepse é de 
65 % dos casos enquanto a média mundial é de 30 % a 40 %. 

O Brasil é um país de dimensões continentais e ampla biodiversidade, cerca de 
20 % da variedade biológica existente no mundo se encontra no Brasil. A vasta 
diversificação do bioma brasileiro se dá pelas condições geográficas favoráveis. Além 
disso, está concentrado no país o maior sistema fluvial do mundo, onde abriga maior 
parte da água doce do mundo. O Brasil apresenta diversos biomas entre eles, 
Caatinga, Cerrado, Amazônia, Mata Atlântica e Pantanal, onde o bioma amazônico 
ocupa cerca de 49,29 % do território nacional sendo uma imensa fonte de potencial 
biotecnológico a ser explorado (BRANDON et al., 2005). Em regiões mais pobres do 
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país ou ainda em cidades importantes e capitais pode-se observar a comercialização 
de plantas medicinais em feiras e mercados populares. Diante desta realidade, 
surgiram a Etnobotânica e Etnofarmacologia que aparecem como ferramentas para 
descobrir e redescobrir produtos naturais bioativos (OLIVEIRA et al., 2015). Por 
influência da diversidade cultural brasileira, diversos usos de plantas acabaram por se 
tornar terapêuticas sendo conhecidas como “plantas medicinais”, tendo elas efeitos 
antifúngico, antibiótico, cicatrizante e outros (LIMA et al., 2006; ROCHA et al., 2010). 

Plantas com substâncias fitoterápicas têm sido utilizadas a centenas de anos 
por populações em todo o mundo, a extração e utilização de sucos, chás, cera, 
exsudato, óleo, extrato, tintura, vem trazendo diversos benefícios a saúde de quem as 
utiliza, pesquisas desenvolvidas em várias espécies de plantas buscam encontrar 
compostos interessantes à serem utilizados no combate de infecções causadas por 
diversos patógenos (JOLY et al., 2011). Plantas medicinais possuem compostos 
fitoquímicos em abundância como flavonoides, terpenoides, glicosídeos e alcaloides, 
que são classificados como potentes antimicrobianos (VISWANATHAN et al., 2012). 

Tais compostos podem ser considerados agentes importantes contra infecções 
patogênicas, e serem utilizados como substitutos aos antibióticos dependendo do seu 
potencial (ULLAH et al. 2016). Devido ao aumento da resistência microbiana, 
observa-se o aumento no uso de produtos naturais, na tentativa de obter-se melhor 
desempenho sobre bactérias resistentes. O uso de medicamentos fitoterápicos tem 
sido desejado graças à baixa taxa de efeitos adversos. A classe de pessoas que mais 
utilizam esses tipos de medicamento são pessoas adultas e idosas, que têm em suas 
criações os conhecimentos empíricos da região onde foram criados (CRUZ et al., 
2013; TEIXEIRA; SANTOS, 2011). 

Entre os fitoterápicos utilizados destacam se os da família das Angiospermas, 
principalmente a Euphorbiaceae, que possuem cerca de 317 gêneros e 
aproximadamente 8.000 espécies, localizadas principalmente em regiões tropical e 
subtropical dentre estes 72 gêneros e cerca de 1.100 espécies em maior quantidade 
no Brasil. A utilização das plantas da família Euphorbiaceae pode ter diversas funções, 
que vão desde formação de medicamentos, até a produção de produtos tóxicos. A 
presença de substâncias tóxicas nessas plantas pode causar complicação em 
humanos e animais, como a espécie Ditaxis desertorum que causa anemia hemolítica 
em bovinos (TOKARNIA et al., 1997). 


É uma das famílias mais complexas sobre o ponto de vista taxonômico, com 
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larga variedade morfológica. Apresenta hábito bastante diversificado, podendo ser 
representada por ervas, arbustos, lianas, eventualmente semelhantes a cactos, em 
geral, latescentes e espinascentes, com folhas alternadas raramente opostas ou 
verticiladas, flores unissexuadas, actinomorfas, aclamídeas ou monoclamídeas, 
raramente diclamídeas, e composta de frutos com cápsula deiscente. Possuem 
crescimento articulado, mas sem continuidade, podendo chegar de 8 a 10 metros de 
altura em condições favoráveis. Seu caule tem grande quantidade de látex e o 
florescimento ocorre normalmente nas estações de verão e outono. Suas sementes 
de coloração preta amadurecem em torno de três a quatro mês, sendo conhecidas 
pela produção de grande quantidade de óleo (em torno de 60,8 %). 

As euforbiáceas também são conhecidas pelo grande número de espécies 
tóxicas, dentre elas podem ser citadas a Euphorbia pulcherrima Willd (bico-de- 
papagaio), Euphorbia milii L. (coroa-de-cristo) e a Euphorbia tirucalli L. (avelós). De 
acordo com estudos, algumas das espécies apresentam substâncias irritantes para 
pele e mucosas, ação hemolítica e desconfortos gastrointestinais. As plantas da 
família Euphorbiaceae têm sido utilizadas a centenas de anos por apresentarem 
algumas características terapêuticas (PINTO et al., 2014). Dentro dessa família, 
encontra-se o gênero Jatropha L., representado por aproximadamente 200 espécies 
distribuídas nas regiões tropicais e subtropicais da África e América (FÉLIX-SILVA et 
al., 2014). 

No Brasil, especialmente na região Nordeste, se destacam algumas plantas 
de Jatropha L. que são popularmente conhecidas como “Pinhão”, O nome Jatropha 
tem origem na palavra grega “jatros” que significa médico e “trophe” que significa 
comida, e sua aplicação na medicina empírica tem sido relatada como bastante 
popular, abrangendo 80 % da população da Ásia, América Latina e África. Além de 
eficiente em alguns tratamentos, o uso de plantas do gênero Jatropha L. possuem 
baixos efeitos colaterais. Várias espécies do gênero Jatropha L. têm sido descritas por 
seus usos medicinais, constituintes químicos e atividades biológicas, como Jatropha 
curcas Linn., J. chevalieri Beille e J. elliptica. No Brasil, especialmente na região 
Nordeste, várias plantas de Jatropha L. são popularmente conhecidas como “Pinhão”, 
sendo este gênero um dos mais ricos em número de espécies nesta região. 

Dentre os efeitos das espécies de Jatropha L., podem ser citados o purgativo 
do óleo da semente, utilizado bastante para curar desordens do sistema digestório, 


como diarreia, disenteria e vômito, o efeito antiofídico, tanto no Brasil quanto em outros 
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países (FÉLIX-SILVA et al., 2017); doenças de pele, com eczemas, coceiras e feridas 
e doenças sexualmente transmissíveis, como gonorreia. Estudos ainda relatam 
atividade de cicatrização dos extratos brutos de espécies de Jatropha L., 
demonstrando a eficácia de extratos de plantas na utilização para o combate de 
patógenos como também para o tratamento de lesões difíceis, tornando as plantas 
desse gênero possíveis candidatos para a utilização na medicina moderna. 

O gênero Jatropha apresenta várias espécies de plantas nativas da 
Caatinga. Existem relatos de sua utilização para o tratamento de diversas patologias 
na região nordeste do Brasil. Os substratos obtidos das folhas e seiva das mesmas 
permitem o consumo in natura da planta, disseminando seu uso entre grande parte 
da população dessa região (CREPALDI et al., 2016). As duas espécies selecionadas 
para o presente trabalho são popularmente conhecidas como pinhão roxo (Jatropha 
gossypiifolia L.) e pinhão bravo (Jatropha mollissima). O pinhão roxo (J. gossypiifolia 
L.) possui a maioria das características do gênero Jatropha, podendo chegar a medir 
aproximadamente 4 metros. Suas sementes apresentam grande quantidade de óleo 
e seu caule, produção de látex. Em seu aspecto visual tem seus ramos laterais 
maiores que a sua estrutura central, podendo encontrar flores em quase todas as 
extremidades. (FERNANDES et a/., 2012, NEVES et al., 2010). 

O pinhão roxo (J. gossypiifolia) foi descrito na literatura com atividades para 
tratamento de disfonia, discrasia, dor de dente, como antibiótico, inseticida, utilizando 
qualquer parte da planta. Já para o óleo das sementes, sua aplicação já foi descrita 
como anti-úlcera, tratamento da hanseníase, micose e como purgante. Utilizando as 
folhas do pinhão roxo, alguns trabalhos relatam a aplicação contra constipação, 
vertigem, diarreia, doenças de pele, doenças de estômago, doença venérea e 
purificador do sangue. As raízes da planta já foram utilizadas como antídoto e contra 
hanseníase e para prática xamânica, que é uma filosofia que tem como princípio a 
conexão com outra dimensão do universo. A maioria dos relatos são de artigos 
antigos, o que chama atenção para a necessidade de novos estudos a respeito 
dessa planta. 

Já o pinhão bravo (J. mollissima) já foi descrito como utilizados em infecções 
renais, com extrato das folhas, e no tratamento da depressão. É uma espécie da flora 
brasileira, encontrada em áreas de Caatinga e Cerrado, do Nordeste e Centro-Oeste 
do país, respectivamente. Possui grande semelhança com a Jatropha gossypiifolia, 


se apresenta em forma arbustiva e é uma espécie característica do semiárido, cujas 
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raízes são usadas contra febres, infecções urinárias, asmas e o látex é usado como 
antiofídico. Rica em óleos, suas sementes possuem potencial para fins industriais, 
como por exemplo, biodiesel. Essas espécies são conhecidas no Brasil por sua 
utilidade medicinal como efeito anticoagulante, por ter ação antimicrobiana, 
analgésico, antioxidante, anti-inflamatório, cicatrizante e muitos outros. Em estudos 
anteriores utilizando extratos alcoólicos (in vitro) foi comprovada a sua eficiência 
contra células tumorais de nasofaringe, através disso revelando sua atividade 
inibidora de crescimento tumoral e citotóxica. 

Algumas espécies de Jatropha apresentam poder genotóxico quando utilizados 
em concentrações entre 50 e 100 mg/Kg (PEREIRA et al., 2017). Entretanto, quando 
utilizados de forma correta sua função terapêutica pode alcançar ou superar algumas 
classes de medicamentos, e apresentar baixos efeitos adversos ao organismo. Nesse 
sentido o presente capítulo propôs avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos 
aquosos das folhas de pinhão roxo (Jatropha gossypiifolia) e pinhão bravo (Jatropha 


mollissima). 


2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA (CMI) 

A determinação da CMI foi avaliada segundo os critérios adotados pelo CLSI 
2010. Foi utilizada uma placa multipoços (96 poços), enumeradas de 1 a 12 na 
horizontal e em ordem alfabética, de A a H, na vertical (Figura 1). Foi feito uma solução 
mãe dos extratos de Pinhão Roxo (J. gossypiifolia) e Pinhão Bravo (J. mollissima) a 
20000 ug/mL e uma suspensão padronizada de acordo com o tubo 0,5 da escala de 
MacFarland de 01 (Staphylococcus aureus) 06 (Micrococcus luteus), 138 
(Enterococcus faecalis) e 224 (Escherichia coli. 

Em todas as colunas foi colocado 100 ul do meio caldo Mueller Hinton, sendo 
a primeira coluna o controle negativo, ou seja, só contém os 100 ul do caldo Mueller 
Hinton, e na segunda coluna foi adicionado 10 ul da suspensão microbiana 
padronizada aos 100 ul do caldo Mueller Hinton (controle positivo). Já na terceira 
coluna foram colocados 180 ul do caldo Mueller Hinton e depois adicionado 20 uL da 
solução mãe. A partir dessa coluna foram feitas diluições seriadas de 1:2, ou seja, 
foram retirados 100 ul da coluna atual e adicionados na coluna seguinte, até a décima 
segunda coluna. Aos poços das diluições foram colocados 10 ul da suspensão dos 
microrganismos teste. A placa foi incubada durante 18 horas e após o período de 
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incubação foi aplicado um corante revelador (resazurina), capaz de exibir de forma 


mais precisa se haver ou não turbidez no poço (CLSI et al., 2010). 


Figura 1 — Ilustração da microplaca demonstrando como foram realizados os procedimentos para a 
determinação da concentração mínima inibitória (CIM). (Imagem dos autores). 
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Fonte: Os autores. 


2.2 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA BACTERICIDA (CMB) 
A determinação de CMB foi obtida de culturas subsequente apresentando a 
menor faixa visualmente indicativa de inibição bacteriana (Figura 2). Nistatina e 


Penicilina foram utilizadas como fármacos padrões. 
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Figura 2 — Ilustração da microplaca demonstrando como foram realizados os procedimentos para a 
determinação da concentração bactericida mínima (CBM). 
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Fonte: Os autores. 


3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados do CMI e CMB podem ser observados na Tabela 1, onde após 
análise pode-se afirmar que o extrato de J. mollissima teve sua melhor atividade 
inibitória frente as cepas de Staphylococcus. aureus e Micrococcus luteus, 
apresentando inibição a partir de 500mg/mL para S. aureus e 1000 mg/mL para M. 
luteus s; o extrato da J. gossypiifolia apresentou maior atividade contra S. aureus e 
Enterococcus. faecalis com atividade inibitória de 1000 mg/mL e 250 mg/mL 


perspectivamente, apresentando uma atividade importante frente a esse tipo de 
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microrganismo, a CMB se manteve entre 2000 e > 2000. Os medicamentos padrões 
utilizados foram a penicilina e nistatina apresentando resposta de 3,9 mg/mL frente à 
maioria das cepas exceto a cepa de E. Colionde teve ação até 500 mg/mL, onde nem 
um dos extratos apresentou atividade inibitória, tornando o extrato ineficaz frente ao 


microrganismo em questão. 


Tabela 1. Concentração Mínima Inibitória (CMI) e Concentração Mínima Bactericida (CMB) dos 
extratos de J. mollissima e J. gossypiifolia. 





Microrganismos | J. molíssima | J. gossypiifolia | Drogas Padrão 
CMI CMB CMI CMB | Penicilina | Nistatina 














1-S. aureus 500 | >2000 | 1000 | 2000 3,9 
6 - M. luteus 1000 | 2000 | 2000 | 2000 9,9 
138 - E. faecalis | 2000 | >2000 | 250 2000 3,9 





224 - E. coli >2000 | >2000 | >2000 | >2000 500 





























Fonte: Os autores. 


Em estudo realizado por FÉLIX-SILVA (2014) utilizando extratos aquoso e 
etanoicos das folhas e de outras partes da planta J. gossypiifolia onde apresentaram 
respostas antimicrobianas frente a algumas cepas de microrganismos como S. 
aureus, Cândida albicans, Aspergillus fumigatus entre outros e os resultados 
apresentaram resultados de inibição em cerca de 200 mg/mL, os tornando potenciais 
fármacos. Em revisão ULLAH (2016) concluiu que a espécie Jatropha curcas da 
mesma família das espécies aqui pesquisadas apresenta potencial bactericida contra 
bactérias de interesse clinico como E. coli, K. pneumoniae, Citrobacter freundii e E. 
aerogens, demonstrando assim que não só as espécies em questão e sim o gênero 
Jatropha L. apresenta diversas oportunidades de criação e desenvolvimento 


de pesquisa. 


4. CONCLUSÃO 

Os extratos da espécie J. Molíssima e J. gossypiifolia se apresentam como 
potenciais fitofármacos apresentando opções para a utilização clínica, para que seja 
otimizado o seu potencial, mais pesquisas devem ser feitas, o isolamento de bioativos 
possibilita que os compostos importantes sejam melhores utilizados e os compostos 
prejudiciais sejam separados trazendo assim melhores resultados a seu poder 
terapêutico, e diminuindo os riscos à saúde. 
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ESSENCIAL DE Eugênia umbrosa FRENTE À Staphylococcus aureus 
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RESUMO: As plantas são produtoras de inúmeros compostos, dentre eles, destacam- 
se os óleos essenciais (OE's). Trata-se de uma combinação complexa de substâncias 
orgânicas, as quais são responsáveis pelas suas diferentes ações farmacológicas. A 
família Myrtaceae é abundante na Mata Atlântica e devido às suas propriedades 
terapêuticas, são fontes de inúmeras biomoléculas com muitas espécies aromáticas, 
como Eugenia umbrosa, produtoras de óleo essencial. A investigação de atividades 
biológicas, dentre elas a antimicrobiana, representa um passo substancial para 
transformar essas espécies em produtos que despertem o interesse das indústrias 
farmacêuticas, o que causaria um impacto positivo do ponto de vista científico, social 
e econômico. Assim, este trabalho teve por objetivo investigar a composição química 
e a atividade antimicrobiana do óleo essencial das folhas de E. umbrosa O.Berg. A 
caracterização química de E. umbrosa foram analisadas por GC/MS e GCY/FID. A 
atividade antibacteriana foi avaliada por Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 
Concentração Bactericida Mínima (CBM) de estirpes multidroga-resistentes (MDR) de 
Staphylococcus aureus. A cromatografia do OE de E. umbrosa identificou um total de 
32 compostos. O constituinte majoritário foi o B-copaeno-4a-ol. A CIM variou entre 1 
mg/mL a 4mg/mL para as cepas de S. Aureus testadas. Em conclusão, este é o 
primeiro relato sobre a análise dos componentes voláteis e da atividade 
antimicrobiana das folhas de E. umbrosa. O óleo essencial apresentou resultados de 
CIM satisfatórios para todas as cepas de S. aureus, indicando uma fonte promissora 
de biomoléculas antimicrobianas. 


PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos. Mata Atlântica. Óleos essenciais. 


ABSTRACT: Plants produce numerous compounds, including essential oils (OE's). It 
is a complex combination of organic substances, which are responsible for their 
different pharmacological actions. The Myrtaceae family is abundant in the Atlantic 
Forest and due to their therapeutic properties, they are sources of numerous 
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biomolecules with many aromatic species, such as Eugenia umbrosa, which produce 
essential oil. The investigation of biological activities, including antimicrobial activities, 
represents a substantial step towards transforming these species into products that 
arouse the interest of the pharmaceutical industries, which would have a positive 
impact from a scientific, social and economic point of view. Thus, this work aimed to 
investigate the chemical composition and antimicrobial activity of the essential oil of 
leaves E. umbrosa O.Berg. The chemical characterization of E. umbrosa was analyzed 
by GC / MS and GC / FID. Antibacterial activity was assessed by Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (CBM) of multidrug- 
resistant strains (MDR) of Staphylococcus aureus. Chromatography of the E. umbrosa 
OE identified a total of 32 compounds. The major constituent was B-copaeno-4a-ol. 
The MIC varied between 1 mg / mL to 4 mg / mL for the strains of S. aureus tested. In 
conclusion, this is the first report on the analysis of volatile components and 
antimicrobial activity of E. umbrosa leaves. The essential oil showed satisfactory MIC 
results for all strains of S. aureus, indicating a promising source of antimicrobial 
biomolecules. 


KEYWORDS: Antimicrobials. Atlantic Forest. Essential oil. 
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1. INTRODUÇÃO 

As práticas populares sobre o uso e eficácia das plantas com propriedades 
medicinais contribuem significativamente para a divulgação de suas propriedades 
terapêuticas, de modo que esses conhecimentos empíricos vão sendo passados 
para as próximas gerações mesmo sem o conhecimento de seus constituintes 
químicos. Na maioria dos países, principalmente nos países da América do Sul, as 
plantas são utilizadas como apoio a saúde primária e muitas vezes como único 
recurso (SILVA; FERNANDES JÚNIOR, 2010). 

As plantas produzem inúmeros compostos, dentre eles, destacam-se os óleos 
essenciais (OE's). Trata-se de uma combinação complexa de substâncias orgânicas, 
as quais são responsáveis pelas suas diferentes ações farmacológicas (REIS; 
JONES, 2017). Os OE's são oriundos do metabolismo secundário das plantas e são 
amplamente utilizados por suas propriedades biológicas já conhecidas como, por 
exemplo, ação antibacteriana (HALCÓN; MILKUS, 2004). 

A natureza hidrofóbica é a principal característica dos OE's, sendo a que mais 
influencia na atividade antimicrobiana. Tal caraterística permite que o mesmo possa 
atravessar as membranas bacterianas e assim, agir diretamente sobre elas 
causando-lhes perda de íons, redução do potencial de membrana, perda da função 
das bombas de prótons e esgotamento de ATP (adenosina trifosfato) (DI PASQUA et 
al. 2006) ou ainda danos as macromoléculas e organelas presentes na célula 
bacteriana (BAKKALI et al., 2008). 

A família Myrtaceae é abundante na Mata Atlântica e devido às suas 
propriedades terapêuticas, são fontes de inúmeras biomoléculas. O gênero Eugenia 
comprende cerca de 1100 espécies (MAZINE et al., 2018) e é o mais expressivo da 
família na América do Sul, representado por 822 espécies distribuídas principalmente 
no Brasil. Das 378 espécies conhecidas para o país, 313 são endêmicas sendo que 
desse total, 200 são endêmicas da Mata Atlântica brasileira, particularmente para o 
Estado da Bahia onde se concentra cerca de 90 % da diversidade do gênero 
(AMORIM; ALVES, 2015). Eugenia também é bastante representativo em quantidade 
de espécies para a Mata Norte de Pernambuco (SILVA, 2017). 

Muitas das espécies aromáticas como Eugenia umbrosa (Myrtaceae) são 
produtoras de GOE's, estes são constituídos principalmente por nomo- e 
sesquiterpenos (FOURNIER; LEBOEUF; CAVÉ, 1999). E.umbrosa é uma planta 
endêmica da Mata Atlântica encontrada no Nordeste (Pernambuco) até a região 
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Sudeste do Brasil (Rio de Janeiro e Minas Gerais) (SOBRAL et al., 2009; FLORA DO 
BRASIL, 2020). É conhecida popularmente como Araçá-branco e pode atingir de 3 a 
7 m de altura (AMORIM; ALVES, 2011). A investigação de atividades biológicas, 
dentre elas a antimicrobiana, representa um passo substancial para transformar essas 
espécies em produtos que despertem o interesse das indústrias farmacêuticas, o que 
causaria um impacto positivo do ponto de vista científico, social e econômico. 

Neste contexto, tendo em mãos todo o recurso biotecnológico que a Mata 
Atlântica oferece é imprescindível que estudos sejam realizados a fim de levantar 
dados acerca das atividades biológicas apresentada pelos metabólitos secundários 
dos vegetais presentes nesse domínio. Assim, este trabalho teve por objetivo 
investigar a composição química e a atividade antimicrobiana do óleo essencial das 


folhas de E. umbrosa O.Berg. 


2 MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL 

As folhas de E. umbrosa foram coletadas entre os meses de maio/junho de 

2015, na Chapada do Araripe —- CE. 
2.2 EXTRAÇÃO DOS COMPONENTES VOLÁTEIS 

As folhas foram secas em estufa a uma temperatura de 40 ºC. Em seguida, 
foram trituradas e submetidas a extração dos óleos essenciais através da técnica de 
hidrodestilação utilizando um aparelho do tipo Clevenger durante 4 h. O rendimento 
foi calculado pelo peso seco do material vegetal. O óleo essencial foi armazenado a 
20 “C negativos e protegido da luz. 

2.3 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS OE'S E IDENTIFICAÇÃO DOS 
COMPONENTES 

A identificação química dos compostos presentes no óleo foi realizada por 
meio da técnica de Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de lonização de 
Chamas (CG/FID) e por Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrômetro de 
Massas (CG/MS). 

2.4 ANÁLISE CG/FID 

As análises CG quantitativas foram realizadas utilizando um aparelho CG 
Hewlett- Packard 5890 Series Il equipado com um detector de ionização de chama 
(FID) e uma coluna capilar de sílica fundida DB-5 não polar (película com espessura 
de 30 x 0,25 mm x 0,25 mm um) (J & W Scientific). A temperatura programada do 
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forno foi de 60 a 240 C a uma taxa de 3 C / min para efeitos de integração. As 
temperaturas do injetor e do detector foram de 260 “C. Utilizou-se o hidrogênio como 
gás de suporte a uma taxa de fluxo de 1 L/min e 30 p.s.i. de pressão de entrada no 
modo de divisão (1:30). O volume de injeção foi de 0,5 uL de solução diluída (1/100) 
de óleo em n-hexano. A quantidade de cada composto foi calculada a partir das áreas 
de pico de CG na ordem da eluição da coluna DB-5 e expressa como uma 
percentagem relativa da área total dos cromatogramas. 
2.5 ANÁLISE CG/MS 
A análise qualitativa de CG/MS foi realizada utilizando um sistema Varian 220- 
MS IT GC com um detector de massa seletiva, espectrômetro de massa em El 70 
eV com um intervalo de varrimento de 0,5 s e fragmentos de 40 a 550 Da. Equipado 
com o mesmo programa da coluna e temperatura que o dos experimentos CG, com 
os seguintes parâmetros: gás transportador = hélio; taxa de fluxo = 1 mL / min; modo 
de divisão (1:30); volume injetado = 1 ul de solução diluída (1/100) de óleo em n-- 
hexano. 
2.6 IDENTIFICAÇÃO DOS COMPONENTES 
A identificação dos componentes baseou-se nos índices de retenção de CG 
com referência a uma série homóloga de n-alcanos C8-C40 utilizando a equação de 
Van den Dool e Kratz (1963), por correspondência contra uma biblioteca espectral de 
massa de um sistema de dados CG/MS (NIST 98 e WILEY) e co-injeção com padrões 
autênticos, bem como outros espectros de massa publicados (ADAMS, 2007). Os 
sesquiterpenos óxido de cariofileno e valenceno foram utilizados para identificação 
dos compostos voláteis. 
2.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 
2.7.1 AMOSTRAS BACTERIANAS E CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO 
Foram utilizados isolados clínicos de Staphylococcus aureus da Coleção de 
Microrganismos do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 
Pernambuco (UFPEDA), oriundo de diferentes sítios de infecção (ponta de cateter, 
fragmento de osso, exsudado purulento, secreção de feriada, secreção de úlcera, 
secreção traqueal e secreção nasal). A linhagem ATCC foi utilizada como controle 
de referência em todos os experimentos realizados (CLSI, 2014). Todas as culturas 
foram mantidas em óleo mineral e crescidas em placa de Petri contendo meio Ágar 
Mueller-Hinton a 37 “C. 
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2.7.2 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) E CONCENTRAÇÃO 
BACTERICIDA MÍNIMA (CBM): 

A avaliação antimicrobiana do OE de E. umbrosa foi realizada em modelo 
experimental de microdiluição seriada (CLSI, 2014), em placas de 96 poços. A 
suspensão de bactéria foi ajustada à Densidade Ótica (ODeoo) entre 0,150 a 0,200 e 
em seguida, as placas contendo o meio de cultivo e as amostras foram incubadas a 
37 ºC por 24 horas. A leitura das microplacas foi realizada em espectrofotômetro a 
um comprimento de onda de 600 nm nos tempos de 0h e 24 h. A CIM foi determinada 
como a menor concentração capaz de inibir 90 % do crescimento bacteriano. A 
CBM foi realizada nas mesmas condições da CIM e determinada como a menor 
concentração do composto para a qual não foi observada bactéria viável. O 
antibiótico tetraciclina foi utilizado como controle positivo. 

2.7.3 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE BACTERICIDA E BACTERIOSTÁTICA 

A atividade antibacteriana sobre um microrganismo pode ser observada 
através da concentração inibitória mínima (CIM), da concentração bactericida 
mínima (CBM) e também através da relação CBM / CIM onde pode-se determinar 
o índice de multirresistência. Se a razão CBM/CIM = 1 ou 2, o efeito é considerado 
bactericida, mas se a razão CBM / CIM = 4,8, 16 ou 32, o efeito é definido como 
bacteriostático (BERCHE; GAILLARD; SIMONET, 1988). 


3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 COMPOSIÇÃO QUÍMICA 

O proceso de hidrodestilação das folhas de E. umbrosa gerou um OE com 
rendimentos médios de 3,27 %. A tabela 1 mostra os constituintes químicos do OE 
de E. umbrosa. Foi encontrado um total de 32 compostos, o que representa 96,07 % 
do óleo. Todos os compostos identificados são pertencentes à classe dos 
sesquiterpenos. O constituinte majoritário foi o B-copaeno-4a-ol (25,03), seguido por 
B-vetiveno (11,69 %), B-patchouleno (7,80 %), ar-curcumeno (7,24%) e cis- 
thujopsadieno (6,75 %). 

As constituições químicas de outras espécies vegetais do gênero Eugenia 
apresentam uma complexa mistura de constituintes. A caracterização química do óleo 
essencial de E. uniflora demonstrou que os seus constituintes majoritários foram a 
Atractilona (26,78 %), Curzereno (17,96 %) e Germacreno B (9,31 %) e em pequenas 
quantidades o Spathulenol (1,08 %) e ô-elemeno (0,16 %) (LAGO et al., 2011). Outro 
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estudo realizado com a mesma espécie apresentou como principais componentes 
Spatulenol (15,8 %), a-copaeno (10,96 %) Muurola 4,10-dieno-1-B-ol (9,3 %), óxido 
de Cariofileno (8,93 %) e Allo-aromadendreno (5,5 %) (SOBEH et al., 2016). A 
caracterização do óleo essencial de E. caryophyllata demonstrou uma alta 
concentração de Eugenol (88,58 %) (CHAIEB et al., 2007). Para o melhor do nosso 
conhecimento, este é o primeiro relato da composição química do óleo essencial de 
E. umbrosa. 

O gênero Eugenia possui muitas espécies ricas em óleos essenciais com 
inúmeras atividades biológicas, incluindo antifúngica (COSTA et al., 2000), antiviral 
(CECÍLIO et al., 2012), antidiarréico (GALHEIGO et al., 2015), antileucêmica (VITEK 
et al., 2016) e antimicoplasmítica (ZATELLI et al., 2016) têm sido relacionadas a elas 
além de seus constituintes químicos bem estabelecidos. 

A presença de alguns compostos nos óleos essenciais pode diferir entre as 
diferentes espécies das famílias vegetais ou até mesmo entre indivíduos da mesma 
espécie. Este fato pode estar relacionado ao modo de extração do óleo essencial ou 
o estado do material no momento da extração. Os aspectos ambientais como 
temperatura, altitude, solo, luz, sazonalidade, disponibilidade hídrica, além da 
maturidade da planta, herbivoria e ataque de patógenos podem alterar a constituição 
química e a quantidade de cada componente presente em uma amostra vegetal (LIMA 
et al., 2003; PRINS et al., 2010). 


Tabela 1. Composição química do óleo essencial das folhas de E. umbrosa. 















































Compostos IR? IRa Área (%)| Método de identificação 
Mirtenil acetato 1324 | 1320 0.66 IR, MS 
ôd-elemeno 1335 | 1330 0.85 IR, MS 
Silphiperfol-4,7-(14)-dieno | 1358 | 1361 0.80 IR, MS 
Linalool isobutanoato 1373 1369 0.88 IR, MS 
B-patchouleno 1379 1375 7.80 IR, MS 
B-panasinseno 1381 1379 0.42 IR, MS 
a-gurjuneno 1409 | 1405 1.33 IR, MS 
2-epi-P-funebreno 1411 | 1418 0.98 IR, MS 
Neo-a-cloveno 1452 | 1449 0.81 IR, MS 
cis-thujopsadieno 1464 | 1465 6.75 IR, MS 
Acoradieno 1469 | 1466 0.62 IR, MS 
Cumacreno 1470 | 1472 2.05 IR, MS 
10-epi-acoradieno 1474 | 1476 2.183 IR, MS 
Y-gurjuneno 1475 148 1.50 IR, MS 
B-chamigreno 1476 | 1479 1.39 IR, MS 
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Ar-curcumeno 1479 1483 7.24 IR, MS 
Valenceno 1496 | 1490 0.60 IR, MS, Cl 
trans-cicloisolongifol-5-ol | 1513 1516 5.59 IR, MS 
Nootkateno 1517 | 1519 1.15 IR, MS 
y-himachaleno 1530. | 1530 1,65 IR, MS 
y-vetiveno 1531 1532 0.75 IR, MS 
10-epi-cubebol 1533 | 1536 0.82 IR, MS 
P-Silphiperfol-5-em-3-ol 1534 | 1540 0.49 IR, MS 
a-copaeno-11-ol 1541 1544 0.96 IR, MS 
Selina-3,7-(11)-dieno 1545 | 1549 0.65 IR, MS 
Occidentalol 1550 | 1551 0.45 IR, MS 
Norpatchoulenol 1553 1553 1.17 IR, MS 
P-vetiveno 1554 | 1560 11.69 IR, MS 
spathulenol 1577 | 1572 3.36 IR, MS 
Óxido de cariofileno 1582 | 1577 3.90 IR, MS, CI 
Allo cerol 1598 | 1593 1.60 IR, MS 
P-copaeno-4a-ol 1590 | 1597 25.03 IR, MS 
Sesquiterpenes 96,07 % 
Total 96,07 % 























a Índices de retenção calculados a partir dos tempos de retenção em relação aos de uma série de n- 
alcanos numa coluna capilar de 30m DB-5. ? Índices de retenção linear da literatura. Ri = índice de 
retenção. MS = espectro de massa. Cl = co-injecção com padrões autênticos. 


Fonte: Os autores. 


Um desses aspectos foi observado no estudo realizado por Zatelli e 
colaboradores (2016), com o OE de E. hiemalis. Os autores observaram que houve 
uma mudança nas proporções dos constituintes de acordo com o período sazonal que 
os OE's foram coletados. O Spathulenol e ô-cadineno foram os principais compostos 
no inverno e outono, respectivamente, enquanto o biciclogermacrenoe o B-cariofileno 
apresentaram maiores índices na primavera e no verão. Os coeficientes de variação 
dos compostos variam de 7 % a 81 %. Estes aspectos podem intervir de forma direta 
na qualidade e consequentemente, nos resultados de tratamento e dos testes 
biológicos (MORAIS et al., 2009). 

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

As proteínas da parede celular de S. aureus desempenham funções 
importantes como, facilitar a adesão e invasão nas células e tecidos do hospedeiro, 
evasão da resposta imune e formação de biofilme. Desse modo, elas estão envolvidas 
nos fatores de virulência cruciais para a sobrevivência da bactéria no estado comensal 


e durante as infecções invasivas (FOSTER et al., 2014). 
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S. aureus é um dos patógenos mais estudados na clínica, principalmente por 
ser um dos microrganismos mais comum que infecta o ser humano. Estão 
envolvidos em diversas patologias como infecções dermatológicas e 
endovasculares, pneumonia, osteomielite, endocardite e até complicações mais 
graves como sepsia (MILLER; KAPLAN, 2009; DAVID; DAUM, 2010) e possui uma 
considerável capacidade de resistir aos antimicrobianos. Bastou apenas 10 anos 
após a descoberta da penicilina, para o aparecimento de cepas resistentes (DELEO 
et al., 2010). 

O uso descontrolado de antibióticos certamente é outro fator que contribui 
para o aumento da resistência (KON; RAI, 2012). Assim, a atividade antimicrobiana 
do OE de E. umbrosa foi avaliada contra nove isolados clínicos de S. aureus. A 
Tabela 2 apresenta esses resultados. 

O OE de E. umbrosa apresentou diferentes valores de CIM para as cepas 
analisadas, com destaque para a cepa 731 que apresentou uma CIM de img /mL. 
Além disso, para a maioria das cepas o óleo apresenta ação bactericida, pois, a 
razão CBM/CIM variou entre 1 e 2. A CIM apresentou resultados moderados, 
porém as concentrações testadas foram capazes de inibir o crescimento de S. 
aureus multirresistentes. De fato, o número de bactérias multirresistentes vem 
crescendo a uma taxa alarmante causando sérios prejuízos para os sistemas de 
saúde e altos níveis de mortalidade (BESSIMBAYE et al., 2015). Assim, a busca 
por novas moléculas com potencial antibacteriano, é um passo fundamental para o 


desenvolvimento de novos fármacos. 


Tabela 2: Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) de cepas 


























de S. aureus. 

E E sims caliniEs se o CMB/CIM [| TET (mg/ml) 
02 Cepa Tipo* 2 4 2 0,1 

679 Ferida cirúrgica 4 RA 1 0,03125 
683 Exsudato purulento, 2 4 2 >0,5 
699 Cateter 4 >, 1 >1 

700 Secreção de úlcera, 2 2 1 0,25 
705 Ferida cirúrgica - 2 1 < 0,03125 
709 Exsudato purulento, 2 A 2 0,0625 
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781 Ferida cirúrgica 1 2 2 < 0,03125 
783 Osso 4 >4 1 < 0,03125 





























Legenda: CBM: Concentração Bactericida Mínima; CIM: Concentração Inibitória Mínima; OEEU: Óleo 
Essencial de E. umbrosa; TET: Tetraciclina. CMB/CIM: Indice de multirresistência; * Cepa sensível. 
Fonte: Os autores. 


Os OE's são muito utilizados para testes antimicrobianos devido tanto a sua 
ação bacteriostática assim como microbicida. Sobeh et al., (2016), analizando o OE 
de E. uniflora, verificou que mesmo na maior concentração testada do óleo (10 
mg/mL), não foi eficiente contra S. aureus (ATCC). Resultado semelhante foi 
observado por Martins et al., (2016), para o OE de Aeollanthus suaveolens frente 
a Escherichia coli, Salmonella sp e S. aureus. Os autores relataram que a concentração 
de 100 mg/mL não foi bactericida para S. aureus. Estes estudos diferem dos 
resultados obtidos no presente trabalho. 


4. CONCLUSÃO 

Este é o primeiro relato sobre a análise dos componentes voláteis e da 
atividade antimicrobiana das folhas de E. umbrosa. A CIM/CBM para a maioria das 
cepas de S. aureus foram moderadas com as concentrações entre 1 mg/mL a 4 
mg/mL capazes de inibir e matar respectivamente, esses patógenos 


multirresistentes. 
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RESUMO: Amburana cearensis é uma espécie medicinal popularmente conhecida 
como "cereja" ou "aroma amburana" que tem ampla distribuição na América do Sul, 
sendo característica de Florestas Sazonais. Também ocorre na Floresta Sazonal 
Semideciduiosa, restrita a afloramentos rochosos ou calcários; em Floresta Sazonal 
Submontane Decuíous Submontana;Seasonalna FlorestaDensa Ombrophilous (Mata 
Atlântica) e até mesmo na caatinga/floresta seca. Levando-se em conta o crescente 
interesse na busca por agentes que atuem diante do estresse oxidativo, sem causar 
efeitos tóxicos aos sistemas biológicos, o presente estudo teve como objetivo 
investigar a composição fitoquímica e avaliar as atividades antioxidantes e 
hemotoxicas in vitro do extrato aquoso obtido a partir das conchas da cearense 
amburana (EAAc). A hemaglutinação foi avaliada para eritrócitos humanos coletados 
de pessoas com a presença de sangue O+. Diante dos testes, a Amburana cearensis 
apresentou resultados significativos para a atividade antioxidante sem causar 
hemólise eritrócito, destacando a importância da espécie como fonte de agentes 
antioxidantes, reconhecidos por bloquear a evolução e atuar no combate aos sintomas 
desencadeados por doenças associadas ao estresse oxidativo. 


PALAVRAS-CHAVE: Caatinga. Extrato aquoso. Eritrócitos. Radicais livres. 


ABSTRACT: Amburana cearensis is a medicinal species popularly known as "cereja" 
or "amburan aroma" that has a wide distribution in South America, being a 
characteristic of Seasonal Forests. It also occurs in the Seasonal Semideciduous 
Forest, restricted to rocky or limestone outcrops; in Seasonal Forest Submontana 
Decuíous Submontana; Seasonalna FlorestaDensa Ombrófila (Atlantic Forest) and 
even in the caatinga / dry forest. Taking into account the growing interest in the search 
for agents that act in the face of oxidative stress, without causing toxic effects to 
biological systems, the present study aimed to investigate a phytochemical 
composition and evaluate the antioxidant and hemotoxic activities in vitro of the 
aqueous extract. from the shells of the Ceará amburana (EAAc). Hemagglutination 
was evaluated for human erythrocytes collected from people with the presence of O + 
blood. In view of the tests, Amburana cearensis showed results for antioxidant activity 
without causing erythrocyte hemolysis, highlighting the importance of the species as a 
source of antioxidant agents, preventing disease evolution and acting to combat the 
symptoms triggered by association with oxidative stress. 


KEYWORDS: Caatinga. Aqueous extract. Erythrocytes. Free radicals. 
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1. INTRODUÇÃO 

O conhecimento deixado através de tradições indígenas, quilombolas e outras 
etnias foram de grande importância para disseminar o conhecimento empírico das 
plantas medicinais, sendo fundamental para a descoberta de novas substâncias 
terapêuticas que podem ou não produzir efeitos tóxicos (MONTENEGRO et al., 2015). 
Devido à sua diversidade química e às ações de efeitos evolutivos e adaptativos sobre 
as plantas, esses eventos acabam contribuindo para a criação de novas moléculas 
biologicamente ativas que fazem parte da fitofarmacêutica utilizada na clínica 
(VASCONCELOS et al., 2015). 

Amburana cearensis (Allemão) A.C. Smith, Fabaceae, é uma árvore-tronco 
ereto, que atinge de 10 a 12 m de altura (LIMA, 1989). A espécie também é conhecida 
como cumaru, cumaru-de-cheiro, cerejeiro e, devido às suas qualidades de madeira, 
tem sido explorada nos locais de ocorrência até a exaustão para uso em móveis finos, 
esculturas e marcenaria em geral, sendo listada como uma espécie ameaçadade 
extinção (HILTON- TAYLOR, 2000). 

A espécie possui ampla distribuição na América do Sul, sendo característica de 
Florestas Sazonais. Também ocorre no domínio caatinga/floresta seca (FERRAZ et 
al., 1998). Além disso, devido às suas propriedades medicinais, casca de árvore e 
sementes são utilizadas na produção de medicamentos populares destinados ao 
tratamento de doenças pulmonares, tosse, asma, bronquite e coqueluche. A indústria 
da perfumaria também faz uso desta espécie (BEZERRA; CANUTO; 
SILVEIRA, 2006). 

Atualmente, os agentes antioxidantes são reconhecidos por bloquear a 
evolução e atuar no combate aos sintomas desencadeados por doenças associadas 
ao estresse oxidativo (VALKO et al., 2007; DUDONNE et al., 2009). Porisso, o objetivo 
deste trabalho foi investigar a composição fitoquímica e avaliar a capacidade 
antioxidante, hemotóxica e antimicrobiana do extrato aquoso das cascas de 


Amburana cearensis. 


2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 EXTRATO DE COLETA E PRODUÇÃO 
As cascas de Amburana cearensis foram recolhidas no Refúgio de Vida 
Selvagem Tatu Bola, localizado no sertão pernambucano. As peças florais foram 


depositadas no Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA) com identificação 95186. 


356 


As cascas foram levadas para o departamento de Bioquímica - Campus Recife - 
UFPE, onde foram secas por 48h em uma estufa a 40º e esmagadas após a 
secagem. O pó obtido foi utilizado para a produção de extrato aquoso. Os extratos 
foram preparados sob refluxo, em banho-maria a 100 “C por 30 minutos, na proporção 
de 10 % (w/v). No final, eles foram resfriados e filtrados sob vácuo com algodão. Eles 
foram então mantidos sob refrigeração por 3 dias. Por fim, foram submetidos ao 
processo de liofilização por 48 h para obtenção dos extratos brutos aquosos. 

2.2 ANÁLISE FITOQUÍMICA 

Os extratos e padrões foram aplicados manualmente em placas 
cromatográficas de gel de sílica 60 - F254. As placas foram desenvolvidas em 
tanques após saturação com a fase móvel. O tanque ficou saturado por 
aproximadamente 30 minutos em temperatura ambiente. As bandas foram 
aplicadas com largura de 5 mm e com distância entre elas e as bordas das placas 
de 5 mm. O comprimento e largura das placas cromatográficas foi de 10 x 20 cm. 
As amostras foram aplicadas a 5 mm de origem e com extremidade de 5 mm da 
extremidade da placa. Após a eluição das placas foram secas à temperatura 
ambiente e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visível, depois 
foram escaneadas. Posteriormente, foram revelados com reagentes específicos 
para cada metabólito (Quadro 1). As bandas obtidas foram comparadas com as 
bandas dos padrões correspondentes. 


Quadro 1. Sistemas, desenvolvedores e padrões utilizados. 






































Classe Metabólica | Sistema Desenvolvedor Padrão 
Taninos 90:5:5 NOVO + PEG Ácido gálico e ácido elágico 
hidrolisáveis 
Taninos 90:5:5 Vanillina Catequina 
condensados clorídrica 
Flavonóides 90:5:5 NOVO + PEG Quercetin e Rutin 
Cinummic 90:5:5 NOVO + PEG Ácido cafeico e. Chlorogenic 
derivativos ácido 
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina 
Legenda: NEU =ácidotila borilaminosester; acid; PEG= Polietileno glicol 


Fonte: Os autores. 


2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO RADICAL DPPH 


A avaliação da atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH foi 
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realizada de acordocom BLOIS (1958). A 0,04 mLdas soluções foram adicionadasa 
0,25 mLde DPPH a 1 mM. Como controle foi utilizado 0,04 mL da amostra e 0,25mL de 
água destilada. Após 30 min foi efetuada a leitura em espectrofotômetro UV a 517 nm. 


A determinação do IC50 foi feita através da fórmula: 


% ATV. ANTIOXIDANTE = 100 - (ABS. AMOSTRA - ABS. BRANCO 


ABS. CONTROLE Roo 


Com os valores obtidos foi construído um gráfico da porcentagem da atividade 
antioxidante versus concentração em ug/mL. Para o cálculo do ICso foi utilizada a 
equação da reta, substituindo o valor de y por 50 para obtenção da concentração da 
amostra com capacida de reduzir 50% do DPPH. Para o cálculo do ICs5o das 
substâncias referências, o ácido ascórbico (AA), foi utilizado nas concentrações de 
50, 25, 12,5, 6,25, 3,15, 1,56, 0,775, 0,387, 0,193, mg/mL em metanol. 

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELO MÉTODO FOSFOMOLIBDÊNIO 

A Capacidade Total de Antioxidante foi determinada pelo método do 
fosfomolibdênio (Prieto et al. 1999). Um volume de 0,1 mL de soluções de amostra 
(10 ug/mL) foi adicionado a 1 mL de solução reagente (ácido sulfúrico 600 mM, fosfato 
de sódio 28 mM e molibdato de amônio 4 mM). Os tubos foram incubados a 95 €C 
durante 90 min e depois a absorvância foi medida a 695 nm contra o branco. Utilizou- 
se ácido ascórbico como referência e a Capacidade Total de Antioxidante foi expressa 
como equivalente de ácido ascórbico. Todos os ensaios foram realizas em triplicata. 


O TAC (%) foi calculado utilizando a seguinte fórmula: 


wo TAC = (ABS: AMOSTRA — ABS. BRANCO | 
PCC (ABS. AA — ABS. BRANCO 


2.5 ENSAIO DE HEMÓLISE ERITROCITÁRIA 

A atividade foi realizada segundo a metodologia de Almaaytah et al., (2014). 
Eritrócitos humanos foram isolados por centrifugação a 1500 RPM por 10 min. O 
plasma foi removido e os eritrocitos foram lavados três vezes com tampão fosfato- 
salina (PBS 0,9 %; PH 7,4). Uma alíquota de 1100uL de suspensão de eritrócitos foi 
misturada a 400 uL do extrato em várias concentrações (500, 250, 125, 62,5 e 31,25 
mg/mL). O controle negativo e o controle positivo receberam 400 uL de metanol e de 
Triton X-100, respectivamente. Após 60 minutos de incubação a 37º C as células foram 


centrifugadas a 1500 RPM por 10 minutos e o sobrenadante foi usado para medir a 
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absorbância a 540 nm. O ensaio de hemólise eritrocitária foi expresso em relação a 
ação do Triton X-100 e calculada pela seguinte fórmula: 
ATIVIDADE HEMOLÍTICA (%) = AS TAB 99 
AC— AB 

Sendo, AB a absorbância do controle (Branco semextrato/óleo), AS a 
absorbânciana presença de extrato e AC sendo referente a absorbância da solução 
Triton X-100. 

2.6 MATERIAL BIOLÓGICO E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

Foram investigados isolados de Staphylococcus aureus e Salmonella spp. 
provenientes do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 
Pernambuco. Os isolados foram mantidos em glicerol 15 % (-80º C) e reativados em 
Brain Heart Infusion (BHI) a 37 C/24h. 

2.7 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

A avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada pela técnica 
de micro diluição seriada em caldo, conforme a CLSI (2018). A CIM foi determinada 
como a menor concentração do extrato capaz de inibir mais de 90% do crescimento 
bacteriano a partir das leituras de densidade óptica (DO) do tempo inicial (Oh) e final 
(24h) em um leitor de microplacas a 600 nm. 


3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 ANÁLISE FITOQUÍMICA 

A análise qualitativa do conteúdo fitoquímico do EAAc foi resumida no quadro 
2. Os resultados deste estudo indicam a presença de taninos hidrolíseíveis, 
flavonoides e coumarins; bem como ausência de taninos condensados e derivados 
cinâmicos. 


Quadro 2. Conteúdo fitoquímico do extrato aquoso da casca de amburana cearensis (EAAc). 




















Classe de Metabólito Extrato Padrão 
Taninos hidrolisáveis + Ác. Gálico e Ác. elágico 
Taninos condensados - Catequina 
Flavonóides + Quercetina e Rutina 
Derivados cinmicos : Ác. Cafeico e Ác. Clorogênico 
Cumarinas + Cumarina 

















Fonte: Os autores. 


Várias espécies de plantas medicinais contêm compostos antioxidantes que 


ajudam na manutenção de funções fisiológicas em meio a processos patológicos, 
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reduzindo os efeitos nocivos dos agentes tóxicos (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 
2012). Entre as moléculas bioativas que se destacam por suas capacidades 
antioxidantes estão compostos fenólicos, que auxiliam no sequestro de espécies 
reativas de oxigênio (OEs), reduzindo seus efeitos oxidativos sobre os constituintes 
orgânicos celulares (COOPER, 2005; JIMOH; ADEDAPO; AFOLAYAN, 2011). 

Os fitoquímicos encontrados neste estudo - flavonoides, taninos e coumarins - 
fazem parte desse grupo de substâncias fenólicas (SOARES, 2002). As investigações 
presentes na literatura científica relatam a presença de alguns flavonoides e coumarins 
no extrato de etanol das cascas, nas partes aéreas e no xilopodium de A. cearensis 
analisado por técnicas espectroscópicas como NMR, MS e RI (CANUTO; SILVEIRA, 
2006; CANUTO; SILVEIRA; BEZERRA, 2010). 

Entre as diversas propriedades terapêuticas atribuídas aos flavonoides, 
destacam- se as atividades antioxidantes e anti-inflamatórias (ABIFARIN; 
AFOLAYAN; OTUNOLA, 2019; LIM; HEO; KIM, 2019). A literatura recente também 
aponta evidências que indicam um papel promissor desses compostos na redução da 
resistência à insulina e no combate ao processo cancerígeno das mamas (RUSSO et 
al., 2019; SUDHAKARAN; SARDESAI; DOSEFF, 2019). Os coumarins também 
possuem diversas atividades biológicas documentadas, como antioxidante, anti- 
inflamatório, antifúngico, antihiperglicêmico, entre outras (KARAKAYA et al., 2018). 
Quanto aos taninos, suas propriedades adstringentes que conferem atividades 
antimicrobianas, antifúngicas, curativas e antioxidantes a esses compostos são 
enfatizadas (PEREIRA et al., 2015; MELLO; SANTOS, 2017). Todos esses dados 
referentes à atividade antioxidante dos compostos identificados como presentes nas 
espécies em questão ajudam a justificar seu uso etnomedicinal no tratamento de 
diversas doenças que têm o TE como participantes de seus processos fisioterológicos. 

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

Os radicais livres de DPPH são inicialmente roxos porque têm um elétron livre. 
A mudança de cor é dada quando um radical de hidrogênio é doado por uma molécula 
antioxidante que ressoa com a molécula de DPPH, tendo uma cor amarelada, 
diminuindo assim a absorção. Baixa absorvência indica atividade sequestrante de 
radicais livres (SANTOS et al., 2007). 

O extrato avaliado, cnamado EAAc, mostrou-se um excelente doador H+ para o 
radical DPPH. O extrato foi comparado com o padrão de ácido gálico, numa 
concentração de 1000 ug/mL. O EAAc apresentou 93,2 % enquanto o ácido gálico 
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90 %. No entanto, a persistência da capacidade antioxidante do ácido gálico é superior 
a do EAAc. Assim, com a diminuição da concentração do extrato a atividade de 
sequestro também diminui. No ensaio do fosfomoglibênio, o EAAc apresentou uma 
porcentagem de 46,3 % de equivalência ao padrão ácido ascórbico, ambos com 


concentração de 1 ug/Ml (Tabela 1). 


Tabela 1. Atividade antioxidante do extrato aquoso de A. cearensis. 











Ensaio antioxidante Extrair Padrão 
DPPH 93,3 +0,01 90,0 + 0,03 
TAC 46,3 + 0,05 100,0 + 0,02 

















Padrões: DPPH: Ácido gálico; TAC: ácido ascórbico. 
Fonte: Os autores. 

Corroborando o presente estudo, extratos de A. cearensis obtidos na região da 
Bahia também demonstraram uma considerável atividade antioxidante in vitro contra 
os radicais do DPPH, correlacionada com a alta concentração de fenóis totais. Ênfase 
no extrato de etanol com concentração total de fenol de 131,14 mg EAG/g e 93,13% 
de atividade antioxidante (SANTOS et al., 2016). 

O extrato de sementes de 4. cearensis obtido em Feira de Santana, Bahia, 
também mostrou considerável atividade antioxidante, protegendo mitocôndrias do 
estresse oxidativo (PEREIRA et al., 2017). Além disso, a afrormosina, isoflavonóide 
isolada das cascas de A. cearensis coletadas no município de Quixeramobim, ceará, 
tem se mostrado um inibidor promissor da resposta inflamatória mediada por 
neutrófilos; e uma atividade antioxidante não ligada ao sequestro radical livre, 
sugerindo que outras metodologias podem ser aplicadas para desvendar como essas 
moléculas agem em face da oxidação (LOPES et al., 2013). 

Os valores obtidos para o sequestro de radicais livres no presente estudo 
indicam que o extrato é fonte de compostos antioxidantes, uma vez que sua 
capacidade de redução é indicativa de atividade antioxidante (ABIFARIN; AFOLAYAN; 
OTUNOLA, 2019). 

3.3 ATIVIDADE HEMOTOXICA 

As plantas contêm ingredientes ativos responsáveis pelas propriedades 
terapêuticas atribuídas a elas, porém, estas também podem desencadear reações 
adversas, que aparecem devido ao uso indevido ou ao contato direto com a amostra 
(ABIFARIN; AFOLAYAN; OTUNOLA, 2019). Nesse sentido, para garantir a segurança 
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dos sistemas celulares, é interessante avaliar a toxicidade de extratos e produtos 
naturais, uma vez que visa desenvolver novas drogas e estratégias terapêuticas 
diante de doenças associadas ao estresse oxidativo (DEWICK, 2002). 

A atividade hemotoxica ou hemolítica foi utilizada para avaliar o potencial do 
extrato para causar lesões na membrana plasmática dos eritrócitos, por formação de 
poros ou por ruptura total, através da leitura óptica da consequente liberação da 
hemoglobina. Neste estudo, o EAAc não promoveu tal atividade, ao contrário do 
controle positivo (Triton X- 100 a 1 %). No teste com a suspensão dos glóbulos, não 
foi verificada a coloração vermelha, característica da hemólise, e a formação 
precipitada foi observada em todos. os tubos, demonstrando que as concentrações 
testadas não promoveram hemólise. 

A literatura sobre a investigação da atividade hemolítica em produtos naturais 
obtidos a partir de 4. cearensis é escassa. Um único estudo identificado avaliou a 
toxicidade in vitro de moléculas isoladas da casca de haste de A. cearensis - 
campferol, isocampferida, ácido protocatecárico e amburosideside A. Destes, apenas 
o ácido protocatecúrico foi capaz de induzir hemólise eritrócito (GHRAMH; KHAN; 
IBRAHIM, 2019). No entanto, essa atividade foi atribuída a uma única substância 
isoladamente, e essa interpretação não pode ser extrapolada quando se considera o 
sinergismo de vários compostos de um extrato. A hemólise refere-se ao processo de 
ruptura da membrana eritrócito com liberação de hemoglobina. Quando o corpo é 
incapaz de realizar a recaptação dessa proteína, seus níveis plasmáticos aumentam 
e podem representar um risco para a saúde, comprometendo a função de órgãos vitais 
como rins, fígado e coração (COSTA-LOTUFO, 2003). A hemólise pode ser 
desencadeada pela interação de substâncias exógenas, como drogas ou compostos 
presentes nas plantas, e os diversos sistemas biológicos (DEWICK, 2002; 
CARVALHO et al., 2007). Assim, os resultados negativos obtidos com o EAAc apontam 
para a ausência de toxicidade à membrana eritrócito no modelo testado. 

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

A atividade antimicrobiana do galho da A. cearensis demonstrou inibição do 
crescimento da Salmonella spp em 50 % com a concentração de 2,5 mg/ml, um valor 
considerado alto para a terapia antimicrobiana. Para S. aureus o extrato não 
apresentou atividade para as concentrações testadas, esse indicativo demonstra que 
o extrato, mediante sua composição fitoquímica composta de taninos, não teve 


apresentou bioatividade para as demais cepas. 
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Porém, Figueiredo et al, (2013) avaliou o perfil antimicrobiano do extrato 
etanólico da A. cearensis contra Escherichia coli (EC-ATCC10536 e EC27) e S. 
aureus (SA-ATCC25923 e SA358). Os resultados de sua pesquisa demonstraram que 
nas concentrações de 512 e 1024 microgramas/mL os extratos apresentaram 
atividade frente às cepas resistentes a diversos antibióticos, tendo como conclusão 
que os extratos etanólicos de A. cearensis são uma fonte alternativa de produtos 
naturais com ação antibacteriana, devido à presença de diversos antibacterianos, que 
podem ser responsáveis pelos efeitos modulatórios observados. 

Outro estudo feito por Lima et al, (2013) frente as cepas de cepas padrão de S. 
aureus (ATCC 27853), E. coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosas (ATCC 
25923) demonstraram não haver atividade antimicrobiana para os extratos 
preparados com a semente da espécie vegetal sob diversas concentrações. Em seu 
estudo realizado com o extrato clorofórmico da casca do caule, Sá et al, (2014) 
demonstrou que a triagem inicial para atividade antibacteriana foi apenas inibidor 
contra P. aeruginosa e Bacillus cereus na concentração mais alta de 6.900 ug/mL, 
onde nas outras cepas testadas houve a ausência da atividade antimicrobiana. 

Porém, o trabalho realizado por Aguiar et al, (2017) demonstraram que, contra 
as cepas Staphylococcus aureus (29213), Listeria monocytogenes (35152), 
Escherichia coli (25922) , de Aeromonas espécies (7966) , Pseudomonas aeruginosa 
(27853) , e Shigella flexneri (700,930), os bioensaios com extratos da semente de A. 
cearensis apresentaram atividade contra E. coli, P. aeruginosa, Shigella flexneri, 
Listeria monocytogenes e S. aureus, com valores de CIM variando de 250 a 
1000 ug/mL. 


4. CONCLUSÃO 

O estudo revela que o EAAc apresentou resultados promissores em relação à 
atividade antioxidante, bem como não demonstrou toxicidade aos eritrócitos humanos 
no modelo avaliado. Esses resultados podem estar relacionados ao conteúdo 
fitoquímico do extrato, no qual foi observada a presença de flavonoides, coumarins e 
taninos, compostos com capacidade antioxidante já descrita na literatura científica. 
Assim, o extrato demonstra potencial para o desenvolvimento de cosméticos e 
fitoterápicos. Além disso, a atividade antimicrobiana evidenciada contra a cepa de 
Salmonella spp, apesar de alta, corrobora com a Literatura com relação a presença 


de atividade antimicrobiana da espécie. 
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